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GENE ASSOCIE A LA VIRULENCE DU PARASITE LEISHMANIA 

invention se situe dans le domaine de la lutte contre les leishmanioses. 
Elle resulte de la.mise en evidence, a partir d'isolats sauvages de 
Leishmania major, d'un gene codant pour une proteine, designee LmPDI, 
presentant deux regions identiques a la sequence (Cys-Gly-His-Cys) du 
site actif potentiel des proteines disulfides isomerases (PDI). Cette proteine 
LmPDI est exprimee de facon predominate dans les isolats les plus 
vimlents du parasite. Elle constitue d'une part, une nouvelle cible 
therapeutique pour elaborer des medicaments anti-leishmaniose et. d'autre 
part, un element nouveau pouvant entrer dans la composition de 
preparations immunogenes et eventuellement vaccinantes, destinees a 
proteger un hote, humain ou animal, contre Leishmania. 

Les leishmanioses constituent un groupe heterogene de pathologies qui 
affectent plusieurs millions d'individus et sont dues a I'infection de I'hote par 
un parasite protozoal du genre Leishmania. ^expression clinique de 
hnfection est caracterisee par un grand polymorphisme. incluant ('infection 
asymptomatique, les formes cutanees simples ou recidivates, les formes 
cutanees diffuses ou anergiques, les formes cutaneo-mucosales et les 
formes viscerales, mortelles en I'absence de traitement specifique En 
general, et selon la distribution geographique de la maladie, chaque espece 
ou sous-espece de Leishmania est responsable d'une forme clinique 
particuliere; cependant, cette regie n'est pas stricte. De plus, dans un 
meme foyer, une meme espece parasitaire peut etre responsable de 
formes cliniques de severite variable. Cette diversite dans fexpression 
chmque de I'infection est due, au moins en partie, a une diversite dans la 
virulence du parasite. 

Durant son cycle, le parasite alterne entre deux stades • le stade 
promastigote flagelle, qui se trouve dans le tube digestif de I'insecte 



vecteur , et le stade amastigote dans le macrophage de I'hote. Les drogues 
anti-feishmaniennes sont difficiles a utiliser, entre autre a cause de leur 
toxicite et des resistances de plus en plus frequentes developpees par le 
parasite (Lira, Sundar et al. 1999). Par ailleurs, les vaccins recemment 
developpes et testes~n'ont pas montre, pour le moment, I'efficacite attendue 
(Sharifi, FeKri et al. 1998; Khalil, El Hassan et al. 2000). 

L'absence d'outils pour le contrdle des leishmanioses est expliquee en 
partie par la complexity des cycles de transmission du parasite et par 
I'insuffisance des connaissances actuelles sur la biologie du parasite. 
Durant les dix dernieres annees, plusieurs molecules ayant un role 
fondamental dans la biologie et I'infectivite du parasite ont ete identifies. 
Des modifications des glyco-conjugues de surface, particulierement le 
lipophospho-glycane (LPG), sont associees a des modifications dans 
I'infectivite et la virulence du parasite Leishmania (L) major et L. donovani 
(Beverley and Turco 1998; Desjardins and Descoteaux 1998; Sacks, Modi 
et al. 2000; Spath, Epstein et al. 2000), ce qui ne semble pas etre le cas 
pour L. mexicana (llg 2000; llg, Demar et al. 2001). Des molecules 
impliquees dans la biosynthese du LPG : phosphomannose isomerase 
(Garami and llg 2001), LPG1 (Sacks, Modi et al. 2000; Spath, Epstein et al. 
2000), LPG2 (Descoteaux, Luo et al. 1995) et galactosyl transferase (De 
and Roy 1999) ont ete aussi associees a la virulence de Leishmania. 
D'autre facteurs de virulence ont ete recemment decrits. lis comprennent la 
famille des cysteine proteinases (Mottram, Brooks et al. 1998), les mitogen- 
activated protein (MAP)-kinases (Wiese 1998), le gene A2 (Zhang and 
Matlashewski 1997), la glycoproteine de surface gp63 (Chakrabarty, 
Mukherjee et al. 1996), la kinetoplastid membrane protein (KMP)-11 
(Mukhopadhyay, Sen et al. 1998), la superoxyde dismutase (Paramchuk, 
Ismail et al. 1997), la trypanothione reductase (Dumas, Ouellette et al. 
1997), et certains membres des proteines du choc thermique (HSP) (Hubel, 
Krobitsch et al. 1997). 
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La caracterisation des facteurs de virulence peut avoir des implications 
fondamentales pour le developpement de nouveaux medicaments ou 
vaccins contre ces affections. En effet, le ciblage preferentiel d'une proteine 
impliquee dans la virulence du parasite permet d'eviter I'apparition inutile 
de resistances chez des souches peu dangereuses, resistances qui 
peuvent ensuite etre transmises a d'autres souches. De plus, une mutation 
de la proteine de virulence ciblee, entramant une resistance au 
medicament, peut dans ce cas entramer aussi une diminution, voire une 
perte de la virulence du parasite, et done un certain effet therapeutique. 

Durant les dernieres decennies, plusieurs approches ont ete utilisees pour 
aborder I'etude des facteurs de virulence du parasite Leishmania. Ces 
approches sont fondees sur des etudes genetiques, comme la 
complementation de parasites mutes (Ryan, Garraway et al. 1993; 
Descoteaux, Luo et al. 1995; Desjardins and Descoteaux 1997; Wiese 
1998), ('utilisation de la technique de ('invalidation de gene (Titus, Gueiros- 
Filho et al. 1995; Mottram, Souza et al. 1996; Dumas, Ouellette et al. 1997; 
Hubel, Krobitsch et al. 1997; Mottram, Brooks et al. 1998), ou I'analyse de 
genes de resistance aux medicaments sur des parasites manipules au 
laboratoire (Cotrim, Garrity et al. 1999; Perez-Victoria, Perez- Victoria et al. 
2001). Ces etudes ont permis I'identification de plusieurs genes importants 
pour la biologie du parasite, qui sont actuellement en cours de validation 
comme cibles de nouvelles drogues (Selzer, Chen et al. 1997; McKerrow, 
Engel et al. 1999), ou pour le developpement et I'utilisation de mutants 
attenues comme vaccins vivants (Titus, Gueiros-Filho et al. 1995; Streit, 
Recker et al. 2001). II est important de signaler que la quasi-totalite des 
etudes effectuees jusqu'a present sur la virulence du parasite Leishmania 
sont basees soit sur des clones de laboratoire qui ont perdu leur virulence 
apres une culture prolongee, soit sur des parasites genetiquement 
manipules par des experiences de mutagenese, d'invalidation ou de 
surexpression de genes. II est done possible que les conclusions relatives 



1 er depot 



4 

aux genes de virulence identifies dans ces conditions ne soient pas 
reellement pertinentes en ce qui concerne la pathogenicity naturelle du 
parasite dans les foyers de transmission. 

Dans le but d'etudier les bases moleculaires de la virulence du parasite, en 
evitant le biais methodologique lie a I'utilisation de souches de laboratoire, 
les inventeurs ont dans un premier temps isole des souches sauvages de 
Leishmania (L) major presentant des niveaux differents de virulence. L. 
major est I'agent de la leishmaniose cutanee zoonotique (LCZ), qui sevit 
chez I'homme de facon epidemique sur une aire tres large qui s'etend sans 
discontinuity de la Mauritanie jusqu'en Mongolie. Les inventeurs ont 
identifies des isolats de L. major, obtenus de lesions humaines de LCZ, tous 
obtenus durant la meme saison de transmission, et qui different dans leur 
pathogenicity dans le modele experimental de ('infection des souris 
sensibles BALB/c (exemple 1). Les differences dans le pouvoir pathogene 
experimental correlent avec des differences de croissance in vitro, ce qui 
reflete des variations dans la biologie de ces isolats sauvages. 

La technique de "Differential Display?' (Liang and Pardee 1992; Liang, 
Bauer et al. 1995) a ensuite ete utilisee pour identifier des genes 
differentiellement exprimes entre des isolats completement differents dans 
leur pouvoir pathogene experimental chez la souris BALB/c (deux isolats 
tres virulents et deux autres peu virulents). Cette technique permet I'etude 
de genes qui s'expriment a des niveaux differents sans connaitre, au 
prealable, leur sequence. Trois transcrits preferentiellement exprimes dans 
les deux isolats les plus virulents ont ainsi ete identifies. L'un de ces 
transcrits a ete entierement caracterise grace au criblage d'une banque 
dADNc de L. major. L'analyse de la sequence a montre une homologie 
avec la famille des proteines disulfide isomerases (PDI, Erp60 et Erp72) 
des eucaryotes. Cette nouvelle proteine a ete designee LmPDI pour les 
raisons suivantes : tout comme les autres membres de la famille des PDI, 
(i) LmPDI possede deux domaines actifs CGHC, (ii) la region N-terminale 
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de cette proteine contient une sequence signal potentielle et, dans la region 
carboxy-terminale, un signal potentiel pour la retention dans le reticulum 
endoplasmique (EEDL), (iii) elle peut s'organiser sous forme de structure 
oligomerique, (iv) la proteine recombinante produite dans E. coli exprime 
une activite PDI in vitro. Par ailleurs, en dehors des regions conservees 
sus-mentionnees, il y a tres peu de similitudes entre LmPDI et les autres 
PDI deja decrites. En fait, la famille des PDI comprend plusieurs molecules 
tres divergentes impliquees dans les processus de maturation des 
proteines secretees dans le reticulum endoplasmique (Noiva 1999; Frand, 
Cuozzo et al. 2000). Les PDI sont des proteines multi-fonctionnelles qui 
interviennent dans les mecanismes complexes de retention, reparation, 
regulation de I'expression, elles assistent les changements de conformation 
pour ne permettre la sortie du reticulum endoplasmique que des proteines 
correctement repliees. En plus de leurs fonctions enzymatiques (reduction 
et isomerisation), d'autres fonctions ont ete recemment attributes aux PDI ; 
elles incluent les activites chaperonnes, la fixation aux peptides et 
I'adhesion cellulaire (Ferrari and Soling 1999). II est interessant de 
souligner que LmPDI est exprimee de facon predominate dans les isolats 
les plus virulents (exemple 2). Au total, I'ensemble de ces resultats suggere 
que LmPDI joue un role important dans la virulence naturelle du parasite 
Leishmania, et peut done constituer une nouvelle cible pour la 
chimiotherapie ou la vaccination. 

De plus, des donnees recentes sur I'implication de I'equivalent bacterien 
des PDI (Martin 1995; Ostermeier, De Sutter et al. 1996) (appele DsbA 
pour disulfide bond) suggerent le role que cette proteine peut jouer dans la 
pathogenicite de differents microorganismes (Yu and Kroll 1999). 
L'inactivation du gene DsbA affecte de fa?on dramatique la survie et la 
virulence de Shigella flexneri (Yu 1998; Yu, Edwards-Jones et al. 2000). 
DsbA est par ailleurs impliquee dans la genese de I'enterotoxine de Vibrio 
cholerae (Peek and Taylor 1992; Yu, Webb et al. 1992). DsbA est aussi 
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importante pour la pathogenicity des especes de Esherichia coli 
pathogenes : chez les especes pathogenes pour le tractus urinaire, elle 
catalyse la formation des ponts disulfures d'une proteine chaperonne 
specifique du pili (Zhang and Donnenberg 1996). Chez les especes entero- 
pathogenes, elle est aussi requise pour la stabilite et la formation des pili 
(Hultgren, Abraham et al. 1993; Wang, Bjes et al. 2000). 

La presente demande constitue la premiere description suggerant un role 
important des PDI comme facteur de virulence d'un parasite protozoaire. La 
LmPDI pourrait exercer ses effets en assistant les changements de 
conformation et la stabilite d'autres facteurs essentiels pour la biologie et la 
pathogenie du parasite Leishmania. ^identification de tels facteurs serait 
extremement interessante pour une meilleure comprehension de la biologie 
de ce parasite, et pour la mise au point de nouveaux traitements ou vaccins 
contre les leishmanioses. 

L'invention porte done en premier lieu sur une proteine impliquee dans la 
virulence de Leishmania, comportant au moins un site (Cys-Gly-His-Cys) 
identique au site actif potentiel d'une proteine de la famille des proteines 
disulfides isomerases (PDI). Cette proteine est de preference une proteine 
codee par le parasite lui-meme. 

En particulier, l'invention porte sur la proteine LmPDI de Leishmania major, 
de sequence SEQ ID No: 2, et sur tout variant fonctionnel de la LmPDI, 
presentant au moins 40% d'identite, et de preference au moins 80%, avec 
la LmPDI. 

On definira ici un « variant fonctionnel de la LmPDI » comme une proteine 
capable de complementer la LmPDI dans un test d'infectivite effectue avec 
une souche de L. major dans laquelle le gene de la LmPDI aurait ete 
inactive. On designe ici, par test d'infectivite, tout test permettant d'evaluer 
des proprietes biologiques relatives a la croissance du parasite 
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classiquement associees a la virulence. En particulier, on peut citer les trois 
types de tests suivants : 

- Cinetique de croissance en milieu liquide de la forme 
promastigote du parasite , par exemple par une technique du 
type de celle decrite au point 2 de I'exemple 5 ; 

- Capacite d'infection des macrophages de souris cultives en vitro, 
par une technique telle que celle decrite a I'exemple 6 et dans 
Particle de KebaVer et al, 2001 ; 

- Capacite d'induire la leishmaniose murine experimental par 
infection de souris sensibles (BALB/c par exemple). La technique 
est detaillee par exemple au point 3 de I'exemple 5, et dans 
1'article de Kebaier et al, 2001. 

Les pourcentages d'identite avec la LmPDI seront evalues en utilisant le 
logiciel CLUSTAL W version 1.8 (Thompson, J.D., Higgins, D.G. et Gibson, 
T.J.), ou le logiciel BOXSHADE version 3.21 (Hoffman, K. et Baron, M ), qui 
ont donne des pourcentages d'identite de la LmPDI avec des proteines de 
la famille des PDI de plusieurs especes entre 27 et 36 % (exemple 2). 

Un deuxieme mode de realisation de I'invention concerne un polypeptide 
recombinant comportant au moins un fragment de plus de 10 acides 
amines d'une proteine telle que celles definies ci-dessus, le cas echeant 
fusionne a un autre fragment polypeptidique, ledit polypeptide recombinant 
etant susceptible de declencher une reaction immunologique contre un 
epitope de la LmPDI, lorsqu'il est administre a un animal. L'invention porte 
egalement sur un polypeptide recombinant comportant au moins un 
fragment de plus de 10 acides amines d'une proteine telle que celles 
definies ci-dessus, le cas echeant fusionne a un autre fragment 
polypeptidique, ledit polypeptide recombinant etant susceptible d'etre 
reconnu par des anticorps diriges contre la proteine LmPDI. 
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Dans tout ce qui precede et suit, le terme « polypeptide » doit etre compris 
au sens large, c'est-a-dire incluant des sequences d'au moins 10 acides 
amines (ou davantage lorsque cela est precise), comprenant ou non des 
motifs glycosyles ou des glycolipides, et quelle que soit sa structure, 
primaire, secondaire ou tertiaire. Le fragment de la LmPDI present dans les 
polypeptides recombinants de I'invention decrits ci-dessus peut presenter 
une taille superieure a 15, 20, 30, 50 ou 100 acides amines, et meme 
davantage. 

La LmPDI, recombinante ou purifiee a partir de cellules infectees, ainsi 
qu'un polypeptide de I'invention, peuvent etre utilises pour immuniser un 
note, humain ou animal, afin de le proteger de la leishmaniose ou de 
produire et recuperer des anticorps diriges contre la LmPDI, comme cela - 
est decrit a I'exemple 2. 

Un polypeptide recombinant particulier selon I'invention est la proteine 
LmPDI-(His) 6 de sequence SEQ ID No :3, decrite a I'exemple 2. 

Un autre exemple de polypeptide recombinant selon I'invention est une 
proteine de fusion entre un fragment de la LmPDI, comportant au moins un 
epitope de la LmPDI, et un polypeptide porteur favorisant la presentation de * 
ce fragment au systeme immunitaire. II peut s'agir, notamment, d'une 
fusion de tout ou partie de la LmPDI avec un fragment de la p-lactamase, 
d'une anatoxine tetanique ou diphterique, ou de tout autre polypeptide d'un 
organisme pathogene, notamment d'origine parasitaire, bacterienne ou 
virale. 

Un autre aspect de I'invention conceme une sequence d'acide nucleique 
codant pour une proteine ou un polypeptide tels que ceux decrits ci-dessus. 
Un sequence d'acide nucleique preferee comprend la sequence codante de 
la LmPDI, correspondant aux nucleotides 241 a 1674 de la sequence SEQ 
ID No 1, ou un fragment de cette sequence de taille superieure ou egale a 
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30 nucleotides, de preference superieure a 100 nucleotides, codant pour un 
polypeptide comportant au moins un epitope caracteristique de la LmPDI. 

L'invention porte aussi sur un vecteur d'acide nucleique comprenant une 
sequence d'acide nucleique de l'invention. Par exemple, il peut s'agir d'un 
plasmide, d'un cosmide, d'un phage, ou d'un virus. De facon preferee, un 
vecteur de l'invention permettra I'expression, dans une cellule note, d'une 
proteine ou d'un polypeptide selon l'invention. En particulier, un vecteur de 
l'invention peut permettre I'expression, dans une bacterie ou une cellule 
eucaryote, de la LmPDI. 

L'invention porteaussi sur une cellule en culture comprenant un vecteur tel 
que ceux decrits ci-dessus. Cette cellule peut etre une bacterie, une levure, 
une cellule d'insecte, une cellule de mammifere, ou tout autre type de 
cellule. Elle peut etre utilisee soit pour exprimer et eventuellement produire 
une proteine ou un polypeptide selon l'invention, soit pour produire un 
vecteur qui servira ensuite a exprimer une proteine ou un polypeptide selon 
l'invention dans un autre type cellulaire en culture, ou in vivo. A titre 
purement illustratif et non limitatif, on peut citer les cellules CHO, VERO, 
BHK21 et les cellules d'insectes, comme types cellulaires utilisables in vitro 
dans le cadre de la presente invention. De meme, on peut citer le BCG et 
Salmonella typhimurium comme cellules utilisables in vivo. Enfin, il est 
important de noter que ('administration a un individu, d'un vecteur viral, par 
exemple le virus de la vaccine, ou d'ADN, codant pour un polypeptide ou 
une proteine tels que decrits ci-dessus, a des fins vaccinates, entre 
egalement dans le cadre de la presente invention. 

Un cellule particuliere de l'invention est la souche bacterienne LmPDI-XL,, 
deposee a la Collection Nationale de Culture des Microorganismes (CNCM) 
le 31/01/2001 sous le numero 1-2621. Cette souche est derivee d'une 
bacterie XL1-Blue MRF' strain de genotype A(mrcA)183 A(mcrCB-hsdSMR- 
mrr)173endA1 supE44 thi-1 recA1 gyrA96 relA1 lac[F' proAB lacl q Z AM15 
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Tn10 (Tet r )], transformer par le plasmide pBK-CMV-LmPDI. Ce plasmide 
correspond au plasmide pBK-CMV commercialise par Stratagene (La Jolla, 
CA), dans lequel a ete rajoute I'ADNc de la LmPDI, entre les sites de 
restriction EcoR I et Xho I. 

L'invention porte egalement sur une sonde d'acide nucleique qui s'hybride 
specifiquement, en conditions stringentes, avec la sequence nucleique 
correspondant aux nucleotides 241 a 1674 de la sequence SEQ ID No : 1, 
permettant ainsi de determiner la presence ou ('absence du gene de 
virulence codant pour la LmPDI, dans un echantillon biologique. 

On definira ici des « conditions d'hybridation stringentes » comme des 
conditions qui permettent I'hybridation specifique de deux molecules d'ADN 
a environ 65°C, par exemple dans une solution de 6X SSC, 0.5% SDS, 5X 
solution Denhardt's et 100 ng/ml of d'ADN non specifique denature, >ou 
n'importe quelle solution de force ionique equivalente, et apres une etape 
de lavage realisee a 65°C, par exemple dans une solution d'au plus 0.2X 
SSC et 0.1% SDS, ou n'importe quelle solution de force ionique 
equivalente Toutefois, la stringence des conditions peut etre adaptee par 
I'homme du metier, en fonction de la taille de la sequence a hybrider, son 
contenu en nucleotides GC, et de n'importe quel autre parametre, par 
exemple suivant les protocoles qui sont decrits dans in Sambrook et aL, 
2001 (Molecular Cloning : A Laboratory Manual, 3 rd Ed., laboratory press, 
Cold Spring Harbor, New York). 

Dans la definition ci-dessus, et dans I'ensemble du present texte, le terme 
« specifique » est a comprendre au sens large du terme, habituellement 
donne dans les laboratoires. Ainsi, une molecule A reconnatt 
specifiquement une molecule B si, dans un melange complexe, la molecule 
A a une affinite pour la molecule B significativement superieure a son 
affinite pour les autres molecules du melange, de telle facon qu'il soit 
possible de detecter la molecule B par I'intermediaire de la molecule A. 
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Les conditions de stringence utilisees ici sont celles qui permettent de 
detecter les PDI des differentes especes leishmaniennes et non celles de 
I'hote et d'autres microorganismes en presence d'une sonde radiomarquee 
synthetisee a partir du cDNA de la LmPDI. 

Par exemple, une sonde de I'invention, qui s'hybride specifiquement avec 
la sequence correspondant aux nucleotides 241 a 1674 de la sequence 
SEQ ID No : 1 en conditions stringentes, est telle qu'un Southern blot 
effectue en utilisant cette sonde marquee, presente, lorsqu'il est effectue 
sur un echantillon d'ADN de cellules infectees par une souche de L. major 
exprimant la LmPDI, au moins une bande nettement distincte, et d'intensite 
superieure^" aux autres bandes (non specifiques), ladite bande 
n'apparaissant pas sur un Southern blot effectue dans les memes 
conditions, sur un echantillon d'ADN de cellules non infectees par une 
souche de L. major. 

Un autre aspect de ('invention est une amorce nucleotidique permettant 
('amplification specifique d'au moins une partie de la sequence de SEQ ID 
No : 1 , a partir de cellules infectees par Leishmania, permettant ainsi de 
determiner la presence ou I'absence du gene de virulence codant la 
LmPDI, dans un echantillon biologique. L'amplification sera dite 
« specifique » des lors que la reaction d'amplification, realisee a partir de 
cellules controle non infectees par Leishmania, ne conduit a l'amplification 
significative d'aucune sequence, alors que la meme reaction, realisee sur 
un echantillon contenant la sequence nucleotidique de SEQ ID No :1, 
conduit a l'amplification d'au moins un fragment de cette sequence. 

Les sondes et amorces mentionnees ci-dessus peuvent le cas echeant etre 
marquees, et/ou presentees dans des trousses de diagnostic, qui font 
egalement partie de I'invention. En effet, il peut etre avantageux de 
determiner la presence et, eventuellement, le niveau d'expression du gene 
de la LmPDI lors d'une infection par Leishmania, par exemple pour 
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determiner la charge parasitaire et/ou I'opportunite d'un traitement 
impliquant ('utilisation d'un inhibiteur de la LmPDI. 

Dans un autre mode de realisation, I'invention porte sur des anticorps 
purifies, reconnaissant specifiquement la LmPDI. II peut s'agir d'anticorps 
monoclonaux ou polyclonaux, humains, humanises, ou animaux. Ces 
anticorps peuvent etre purifies, par exemple, sur une colonne d'affinite 
LmPDI, en utilisant le protocole decrit dans la partie experimental. De tels 
anticorps specifiques de la LmPDI peuvent trouver plusieurs applications. 

lis peuvent servir a detecter la presence de la LmPDI dans un echantillon 
biologique, par exemple pour diagnostiquer une leishmaniose et/ou 
determiner I'opportunite d'utiliser un inhibiteur de la LmPDI pour traiter cette 
leishmaniose. 

L'invention concerne done aussi une methode de diagnostic in vitro d'une 
infection par un parasite responsable de la Leishmaniose. Une telle 
methode peut etre realisee en utilisant un polypeptide ou une proteine de 
I'invention, ou un anticorps dirige contre cette proteine, ou encore a I'aide 
de sondes telles que decrites ci-dessus. 

Une methode de diagnostic particuliere de I'invention comprend les etapes 
suivantes : 

la mise en contact d'au moins un anticorps selon I'invention 
avec un prelevement biologique d'un sujet partiellement infecte par 
un parasite responsable le la Leishmaniose, dans des conditions 
permettant la formation d'un complexe immun entre ledit anticorps et 
les proteines antigeniques contenues dans le prelevement, 

la detection dudit complexe. 

La detection du complexe peut se faire a I'aide de n'importe quel moyen 
connu de I'homme du metier (reaction enzymatique, transfert de 
fluorescence ou autre). 
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Les anticorps de i'invention peuvent etre compris dans des trousses de 
diagnostic, ail meme titre que les sondes et les amorces mentionnees ci- 
dessus. 

Des trousses de diagnostic pour la mise en oeuvre de la methode ci-dessus 
font partie integrante de la presente invention. 

A titre d'exemple, une telle trousse peut comprendre 

- au moins un anticorps selon I'invention, 

- un milieu approprie a la formation de complexe immun 
entre les proteines antigeniques contenues dans le 
prelevement analyse et ledit anticorps, 

- des reactifs permettant la detection des complexes ainsi 
formes, 

- le cas echeant, des echantillons temoins. 

Alternativement les anticorps de rinvention peuvent entrer dans la 
composition d'un medicament destine a la prophylaxie, a Tattenuation, ou 
au traitement de certaines leishmanioses. 

Dans un autre mode de realisation de I'invention, I'invention porte sur une 
composition immunogene, comportant une proteine et/ou un polypeptide 
recombinant et/ou une sequence d'acide nucleique et/ou un vecteur et/ou 
une cellule de I'invention tels que decrits precedemment, ladite composition 
immunogene etant capable de stimuler in vitro la proliferation de cellules 
mononucieees provenant d'individus ayant ete en contact avec un parasite 
Leishmania. Une composition immunogene preferee de Tinvention est 
capable de stimuler in vitro la proliferation de cellules mononucieees 
provenant d'individus ayant ete en contact avec Leishmania major, 

Dans une realisation preferee des compositions immunogenes de 
I'invention, ces compositions presentent une formulation 
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pharmaceutiquement acceptable pour etre administree a une note humain 
ou animal. 

Les inventeurs ont montre que la LmPDI etait susceptible d'induire in vitro 
la production de cytokines par des cellules mononucleees provenant 
d'individus ayant ete en contact avec L. major, et que le profil d'expression 
des cytokines correspondait a celui observe lors d'une reponse immunitaire 
de type Th1 (exemple 3). Une composition immunogene telle que celles 
decrites ci-dessus, capable d'induire une reponse immunitaire de type Th1 
lorsqu'elle est administree a un bote, humain ou animal, constitue done une 
realisation particulierement preferee de I'invention. 

L'invention porte egalement sur une composition vaccinante comportant 
une proteine, et/ou un polypeptide recombinant, et/ou une sequence 
d'acide nucleique, et/ou un vecteur, et/ou une cellule de l'invention telle que 
decrite precedemment, iadite composition vaccinante etant destinee a 
proteger un hote, humain ou animal, contre la leishmaniose. De preference, 
les compositions vaccinantes de I'invention sont formulees de facon 
acceptable sur le plan pharmaceutique pour etre administrees a un hote 
humain ou animal. 

Une telle composition vaccinante peut se presenter sous forme de liquide a 
injecter au patient, par voie sous-cutanee ou intra-musculaire, ou sous 
forme de vaccin oral, sous forme de pommade, ou encore sous forme de 
particules liees a une sequence nucleotidique de l'invention, par exemple 
par adsorption d'ADN a la surface des particules. Cette derniere forme 
permet I'administration du vaccin par « bombardement » (ou « gene gun »). 
II est important de noter que les formulations de compositions vaccinantes 
mentionnees ici le sont uniquement a titre d'exemples, et ne sont en aucun 
cas restrictives. 



Les compositions immunogenes et/ou vaccinantes de l'invention peuvent 
aussi comporter un ou plusieurs antigene(s) heterologue(s) vis-a-vis de 
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Leshmania, et/ou une ou plusieurs sequence(s) d'acide nucleique codant 
pour de teis antigenes. Les compositions de Pinvention peuvent done 
declencher une reaction immunologique vis-a-vis de plusieurs pathogenes 
differents et, le cas echeant, constituer des polyvaccins. 

Le processus de vaccination, ainsi que les doses d'agent actif, devront etre 
adaptes au type de vaccin utilise et au mammifere auquel il est administre. 

Des procedes de vaccination contre Leishmania, consistant a administrer a 
un hote, humain ou animal, une composition comportant une proteine, et/ou 
un polypeptide recombinant, et/ou une sequence d'acide nucleique, et/ou 
un vecteur, et/ou une cellule de Invention tels que ceux decrits plus haut, 
entrent egalement dans le cadre de la presente invention. 

La mise en valeur du role de la LmPDI dans la virulence de Leishmania 
permet aussi d'envisager des nouvelles strategies de recherche de 
molecules actives pour inhiber la croissance du parasite. En effet, il a ete 
montre, qu'une molecule inhibitrice de la PDI, par exemple telle que la 
bacitracine ou t'acide chloromercurilbenzenesulfonique (pCMBS) inhibe la 
croissance de Leishmania en milieu liquide (exemple 4). L'invention porte 
done aussi sur un procede de criblage de molecules susceptibles d'inhiber 
la croissance de Leishmania major, comportant une etape devaluation de 
la capacite desdites molecules a inhiber Tactivite de la LmPDI. Les 
Proteines Disulfides Isomerases presentent en general plusieurs activites 
telles que, notamment, des activites d'oxydo-reduction, dlsomerase, et de 
chaperonne. Les procedes de criblage selon I'invention peuvent porter sur 
Tinhibition de n'importe laquelle des fonctions de la LmPDI. 

Dans un procede de criblage particulier de invention, I'etape devaluation 
de la capacite d'une molecule a inhiber I'activite de la LmPDI est effectuee 
dans un test de reactivation de la RNase A reduite et denaturee, 
comportant les etapes suivantes : 
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- incubation de la RNase A reduite et denaturee en presence de 
LmPDI, dans des conditions permettant sa reactivation, 

- incubation de la RNase A reduite et denaturee dans des conditions 
identiques a celles permettant sa reactivation par la LmPDI, en 
ajoutant la molecule a tester, 

- comparaison des resultats obtenus en absence et en presence de la 
molecule a tester, un defaut de reactivation de la RNase A en 
presence de la molecule testee revelant que cette molecule possede 
une activite inhibitrice de la LmPDI. 

N'importe quel autre test d'activite des PDI peut etre utilise dans les 
procedes de criblage selon I'invention, en particulier n'importe que! test 
derive du protocole initial decrit par Lyles et Gilbert (1991). 

Un procede de criblage selon I'invention peut aussi comporter un test 
d'inhibition de la croissance de Leishmania major en milieu liquide et, le cas' 
echeant, un test d'inhibition de la croissance de Leishmania major dans un 
modele murin de leishmaniose experimentale. Un exemple d'un tel procede 
est detaille dans la partie experimentale, a I'exemple 5. 

Les molecules actives criblees par le procede tel que defini ci-dessus sont 
caracterisees par leur capacite a inhiber ou a moduler la croissance de 
Leishmania major. 

Les resultats obtenus avec la bacitracine, et presentes dans I'exemple 4, 
montrent qu'un inhibiteur des PDI peut inhiber la croissance de Leishmania. 
L'utilisation d'un ou plusieurs inhibiteurs des Proteines Disulfides 
Isomerases (PDI), pour la preparation d'une composition pharmaceutique 
destinee a la prophylaxie, a I'attenuation, ou au traitement d'une infection 
par Leishmania, fait done aussi partie integrante de I'invention. Parmi les 
composes possedant une activite anti-PDI et pouvant etre utilises suivant 
I'invention, on peut citer des anticorps anti-PDI ou anti-LmPDI, la 
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bacitracine, I'acide 5,5'-dithiobis(2-nitrobenzoTque) (DTNB), I'acide p- 
chloromercuribenzenesulfonique (pCMBS), ou I'acide tocinoique. 

Les compositions preparees suivant ies utilisations ci-dessus sont de 
preference administrables a un note humairi ou animal, par voie topique, 
orale ou parenteral. 

La presente invention porte aussi sur une composition pharmaceutique 
destinee au traitement d'une infection par Leishmania, comportant au 
moins un anticorps specifique de la LmPDI et/ou toute molecule qui inhibe 
I'active PDI. Une telle composition est de preference appropriee pour une 
administration topique, orale ou parenteral. 

Des precedes de traitement des leishmanioses, comportant I'administration 
au patient, humain ou animal, d'un inhibiteur des PDI ou de la LmPDI, qu'il 
s'agisse d'un anticorps ou de tout autre type de molecule, entrent 
egalement dans le cadre de la presente invention. 



Les exemples et figures ci-apres, montrent les experiences biologiques qui 
ont ete realisees dans le cadre de cette invention et lui apportent le support 
experimental requis, sans toutefois en limiter la portee. lis illustrent aussi, 
de maniere non restrictive, certains aspects de la mise en ceuvre et de 
I'interet de la presente invention. 

Legende des figures : 

La figure 1 illustre ('analyse par "Differential Display" (DD) de ('expression 
de genes de Leishmania major dans les deux isolats les plus virulents (94 
et 67, V) et les deux isolats les moins virulents (32 et 07, v). 

La figure 1A represents une portion d'un gel de sequencage apres 
autoradiographic, montrant les produits amplifies par PCR a I'aide d'un 
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decamere arbitraire et d'une amorce oligo dT. Les ADNc differentiellement 
exprimes sont indiques par des fleches. L'ADNc p14 est indique par un 
asterisque. 

La figure 1B represente I'analyse par Northern blot de I'expression d'un 
gene identifie par la technique de DD entre les isolats les plus virulents (94 
et 67, V) et les isolats les moins virulents (32 et 07, v). Les ARNm extraits a 
partir des promastigotes des differents isolats en phase stationnaire de 
croissance ont ete hybrides avec la sonde radiomarquee p14. Apres 
autoradiographie, les blots ont ete deshybrides puis rehybrides avec une 
sonde specifique du gene de I'a-tubuline de L. major (a -tub). 

La figure 2 represente la sequence nucleotidique de lADNc (SEQ ID No : 
1) de la LmPDI et sa sequence deduite en acides amines (SEQ ID No : 2). 
Les nucleotides en minuscule represented les regions non traduites. La 
sequence « leader » (SL) de 18 nt est soulignee et la sequence potentielle 
du signal de polyadenylation est encadree. La sequence potentielle du 
peptide signal est representee par des lettres en gras. Les sites actifs 
potentiels de la LmPDI sont doubiement soulignes et la sequence probable 
de retention dans le reticulum endoplasmique est indiquee d'un trait 
discontinu. 

La figure 3 montre I'alignement de la sequence en acide amines de la 
LmPDI avec des proteines disulfide isomerases de Trypanosoma brucei (T. 
brucei, GenBank accession no. : P12865), Hypocrea jecorina (H. Jecorina, 
074568), Caernorhabditis elegans (C. elegans, 017908), Chlamydomonas 
reinhardtii (C. reinhard, 048949), Drosophila melanogaster (D. melano, 
P54399), Cryptosporidium pan/urn (C. parvum, Q27553), and Homo 
sapiens (H. sapiens, P072237). Les lettres encadrees en noir indiquent les 
acides amines identiques et celles encadrees en gris indiquent les acides 
amines similaires. Des «trous» ont ete introduits pour obtenir le maximum 
de similarite entre les sequences alignees et sont indiques par des tirets. 
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Deux logiciels ont ete utilises pour la realisation des alignements : 

- CLUSTAL W version 1 .8 

Thompson, J.D., Higgins, D.G. and Gibson, T.J. 

- BOXSHADE version 3.21 
Hoffman, K. and Baron, M. 

La figure 4 illustre I'analyse du role de la LmPDI recombinante dans la 
reactivation de la RNase reduite et denaturee. La RNase A reduite et 
denaturee (8\jM) a ete incubee dans un tampon contenant 4.5mM (cCMP), 
1mM Glutathione GSH, 0.2mM Glutathione disulfide GSSH, 2mM EDTA et 
100mM Tris-HCI pH 8 en presence de Serum albumine bovine (BSA) 
(1.4uM) comme controle negatif, de Proteine Disulfide Isomerase bovine 
(1.4uM) comme controle positif, ou de LmPDI recombinante (1.4uM) 
pendant 30 minutes a 25°C. La reactivation de la RNase A est determines 
par la mesure de I'activite RNase A a 296nm toutes les 5 minutes pendant 
30minutes (Lyles and Gilbert 1991). 

La figure 5A montre I'analyse par Southern blot du nombre de copies du 
gene de la LmPDI dans le genome de Leishmania major. 8ug de I'ADN 
genomique I'isolat 94 de L major sont digeres par les enzymes de 
restriction suivantes : Ava\, EcoRV, Hind\\\, Pst\, EcoRl, Xhol, Ncol, Sad, 
Sph\. Les enzymes marquees d'un asterique coupent une seule fois a 
I'interieur de I'ADNc de la LmPDI. 

La figure 5B montre I'analyse par Southern blot du gene de la LmPDI dans 
differentes especes de Leishmania. 8ug de IADN genomique de L. major 
(94), L. infantum dermotrope (L. infantum MC), L. infantum viscerotrope 
(L. infantum Vise) ; L. donovani sont digeres par I'enzyme Pst I. Les ADN 
genomiques sont hybrides dans ces experiences par la sonde representant 
I'entiere sequence de lADNc de la LmPDI. 
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La figure 6 montre 1'immunodetection de la LmPDI native chez L. major 
avec differentes preparations d'anticorps anti-LmPDI. 20ug de proteines 
totales de promastigotes de GLC 94 dans du tampon de Laemmli (piste 1) 
ou en presence de 0.5mM de DTT (piste 2) et 0.05ug de LmPDI produite 
dans les bacteries E. coli et purifiee (rLmPDI) (piste 3) sont soumis a une 
electrophorese puis transferes sur une membrane de nitrocellulose, puis 
reveles avec I'immunserum anti-LmPDI (piste 1) ou les anticorps anti- 
LmPDI purifies sur colonne d'affinite (pistes 2 et 3). 

La figure 7 represente I'analyse par Western blot de I'expression de la 
LmPDI dans les deux isolats les plus virulents (94, 67, V) et les deux isolats 
les moins virulents (32, 7, v) de promastigotes. 20ug de proteines totales 
de promastigotes en phase stationnaire de croissance des differents isolats 
sont soumis a une electrophorese puis transferes sur une membrane de 
nitrocellulose qui est incubee en presence de I'anticorps polyclonal ariti- 
LmPDI. Les fleches (>) indiquent les 3 proteines reconnues par 
I'immunserum anti-LmPDI. 

La figure 8 represente la proliferation des cellules mononucleees 
d'individus vivant dans un foyer de lelshmahiose cutanee zoonotique en 
Tunisie, apres incubation de LmPDI (5 ug/ml)- Les cellules lympho- 
monocytaires sont recuperees, lavees par 3 centrifugations successives 
avec du milieu RPMI-PS/Glu (30 ml puis deux fois 10 ml) puis comptees et 
incubees a la concentration de 1 0 6 cellules/ml de milieu en presence ou en 
absence d'une concentration de 5 ug/ml de LmPDI. Apres 5 jours de 
culture, la stimulation lymphocytaire est estimee par incorporation de 
thymidine tritiee. Le resultat est exprime en CPM. 

La figure 9 represente le resultat d'un test d'inhibition de la croissance des 
parasites (L. major) en milieu liquide, par la Bacitracine. II s'agit des 
courbes de croissance sur 96 heures, de promastigotes de L. major en 
presence de 0, 1 mM, 1,5 mM, ou 2 mM de Bacitracine. 
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La figure 10 montre I'effet de la bacitracine (BAC), de la baciiracine de zinc 
(BACZn) du p-chloromercuribenzoic acid (pCMBA) et de I'acide tocinoic 
(TOC) sur I'activite in-vitro de la LmPDI recombinante. Differentes 
concentrations d'inhibiteurs (0 a 2mM) ont ete utilisees pour suivre I'effet 
des inhibiteurs de PDI sur la capacite de la ImPDI a reactiver in-vitro la 
RNase A reduite et denaturee. Comme controle positif (T) de ces 
experiences, la LmPDI sans inhibiteurs a ete utilisee. 

La figure 11 montre I'effet de la bacitracine (BAC) (figure 11 A), de la 
bacitracine de zinc (BACZn) (figure 11B), du 5,5'-dithiobis(2-nitrobenzoic 
acid) (DTNMB) (figure 11C) et du p-chloromercuribenzoic acid (pCMBA) 
(figure 11D) sur la croissance in-vitro des leishmanies en milieu liquide. 
Differentes concentrations d'inhibiteurs (0 a 5mM) ont ete utlisees pour 
suivre I'effet des inhibiteurs de PDI sur la multiplication des parasites in- 
vitro. Comme controle de ces experiences, les parasites non traites avec 
les inhibiteurs (T-) ont ete choisis. 

Exemples : 

L'ensemble des resultats experimentaux presentes dans les exemples 
suivants ont ete obtenus avec les materiels et methodes suivants : 

Parasites et conditions de culture 

Les isolats de L. major utilises dans ce travail proviennent de lesions 
humaines de LCZ obtenus lors d'une etude resumee dans I'exemple 1 . Les 
parasites ont ete cultives sur milieu NNN (milieu solide prepare a base 
d'agarose et de sang de lapin) a 26°C, et progressivement transferes dans 
du RPMI (SIGMA, St Louis, MO) contenant 2mM de L-Glutamine, 100U/ml 
de penicilline, 1Q0ng/ml de streptomycine et 10% de Serum de Veau Foetal 
inactive (milieu complet). Les promastigotes en phase logarithmique de 
croissance sont ajustes a 10 6 parasites/ml dans un volume constant de 
milieu complet et incubes a 26°C. La phase stationnaire de croissance est 
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atteinte apres 4 a 6 jours avec des densites de parasites allant de 3.10 7 a 
8.10 7 . Ces promastigotes en phase stationnaire de croissance sont utilises 
pour les extractions d'ARN et de proteines. 

Extraction d'ARN et « Differential Display » 

Les ARN totaux sont extraits a I'aide du reactif « TRIZOL » (Gibco- 
BRL ). Les ARN polyA + sont purifies par passage sur colonne d'oligo dT / 
cellulose a I'aide du kit « poly A* ARN isolation kit » (Amersham- 
Pharmacia) selon les instructions du fabricant. 200ng dARNm ont ete 
utilises dans une reaction de reverse-transcription de 20pl contenant 1 pM 
dune amorce Oligo(dT) 11 MN, avec M= A ou C ou G et N=AouCouG ou 
T (Genset), 1X Tampon First Strand (Gibco-BRL), 5pM dNTP (Amersham- 
Pharmacia), 10U de RNAsin (Promega) et 200U de Reverse-Transcriptase 
(Gibco-BRL). 

Apres incubation a 37°C pendant 1 heure, la reaction est stoppee par une 
incubation de 5 minutes a 95°C. Les ADNc sont amplifies par PCR a I'aide 
d'une combinaison de 12 oligo dT et de 10 decameres arbitraires. La PCR 
est effectuee dans un volume de 20pl contenant 2pl de la reaction de 
reverse-transcription, 0.2pM de I'amorce 5', 1uM de I'amorce 3', 2pM de 
dNTP, 10pCi [a 35 S]dATP, 1X tampon « Tag DNA polymerase reaction 
buffer » et 1U de Taq polymerase (Amersham-Pharmacia). Les reactions 
sont incubees dans un thermocycleur Perkin-Elmer 9600 pendant 40 cycles 
a 94°C pendant 30s, 40°C pendant 60s et 72°C pendant 30s suivis d'un 
cycle a 72°C pendant 6 minutes. Les produits de PCR sont analyses sur un 
gel de sequencage a 6% d'acrylamide. Le gel est seche sous vide sur un 
papier Whatman 3MM et autoradiographic Les ADNc differentiellement 
exprimes sont excises du gel, elues et reamplifies par PCR en presence 
des memes oligonucleotides et dans les conditions decrites precedemment. 
Les produits d'amplification sont clones dans le vecteur pMOSblue a I'aide 
du kit « blunt-ended PCR cloning kit » (Amersham-Pharmacia) selon les 
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instructions du fabricant. Les fragments clones sont sequences grace au kit 
« Sequencing Ready Reaction Kit » (Perkin-Elmer) et analyses a ('aide du 
sequenceur automatique ABI 377. 

Analyse par Northern-Blot 



200ng d'ARNm de promastigotes extraits durant la phase stationnaire de 
croissance des 4 isolats de L major sont denatures, separes sur un gel a 
1,2% Agarose / 2,2 M formaldehyde et transfers par capillarite sur une 
membrane « Hybond N + » (Amersham-Pharmacia). Les acides nucleiques 
sont ensuite fixes par une cuisson de 2 heures a 80°C. Les fragments 
d'ADNc differentiellement exprimes et de I' a-tubuline sont marques avec 
de l*[a 32 PJdCTP en utilisant le kit « megaprime DNA labelling system kit » 
(Amersham-Pharmacia). Les hybridations sont effectuees dans une 
solution a 1X Denhardt's/6X SSC/ 0,1% SDS/ 0,1mg.mr 1 d'ADN de sperme 
de saumon toute la nuit a 65°C. Les membranes sont lavees a 65°C dans 
une solution contenant 0,1X SSC/ 0,1% SDS et autoradiographies. 

L,MH S b| UCt ' 0n d b an q US d ADNC et caract er'sation de lADNc de la 

Une banque dADNc a ete construite a partir de 5 ug d'ARNm de 
promastigotes de la souche la plus virulente (GLC94) dans le vecteur 
ZAPII, selon les instructions du fabricant (Stratagene). 6 .10 6 plages de lyse . 
ont ete criblees a I'aide de la sonde p14 marquee au [a 32 P]P]dCTP en 
utilisant le kit « megaprime DNA labelling system kit » (Amersham- 
Pharmacia ). Les plages de lyse d'interet sont prelevees et criblees de 
nouveau pour isoler les clones positifs des clones contaminants. Les clones 
positifs sont ensuite sequences. 
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Analyse par Southern-Blot 

10ug d'ADN genomique extraits a partir de promastigotes de la souche la 
plus virulence GLC94 ont ete digeres avec les enzymes de restriction 
indiquees dans la figure 5, et analyses sur un gel d'agarose 0,6%, puis 
transferes sur une membrane hybond N + (Amersham-Pharmacia). La 
membrane est incubee en presence d'une sonde radioactive marquee au 
[a 32 P] dCTP et correspondant au clone entier de I'ADNc de la LmPDI. Les 
membranes sont ensuite lavees dans une solution contenant 0,1X 
SSC/0,1 %SDS et autoradiographies. 

Expression et purification de la proteine recombinante LmPDI da ns les 
bacteries E. coli BL21 " ~~ 

La sequence correspondant au cadre de lecture ouvert de I'ADNc de la 
LmPDI (1371pb) depourvu de la sequence codant pour le peptide signal a 
ete donee dans le vecteur d'expression bacterien pET-22b (Novagen). Les 
bacteries E. coli BL21 contenant le plasmide recombinant (pET-22b- 
LmPDI) sont cultivees dans du milieu LB puis la synthese de la proteine 
recombinante est induite en presence de 1mM d'isopropyl-1-thio- -D- 
galactopyranoside (IPTG) pendant 4 heures. La proteine recombinante 
LmPDI-(His) 6 (SEQ ID No : 3) est purifiee par chromatographic d'affinite sur 
une colonne de nickel (Ni 2+ ) (Amersham-Pharmacia). La purete de la 
proteine produite est verifiee par SDS-PAGE. 

Production d'un anticorps polyclonal anti-LmPDI et analyse de I'expression 
de la proteine native par immunoblot. 

Un lapin a ete immunise par une injection intramusculaire de 500ug de la 
LmPDI recombinante purifiee emulsifiee (v/vj dans de I'adjuvant de Freund 
incomplet (I FA, Sigma). Le lapin a recu deux injections additionnelles de 
500ug de proteine recombinante, la premiere par voie intramusculaire 15 
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jours apres la premiere injection et la deuxieme par voie iritradermique 30 
jours plus tard. Le lapin a ete saigne 10 jours apres la derniere injection, les 
serums ont ete recoltes et gardes a -80°C. Les lysats proteiques de 
promastigotes ont ete denatures dans du tampon de Laemmli 1X pendant 
10 minutes a 100°C, deposes sur un gel a 12% SDS-Acrylamide et 
electrotransferes sur une membrane de nitrocellulose (Millipore). Les 
membranes ont ete incubees dans une solution de saturation PBS/0,1% 
Tween20 / 3% Lait ecreme a temperature ambiante pendant une heure 
puis dans la meme solution contenant I'anticorps anti-LmPDI dilue au 
1/1000 6me a 4°C pendant la nuit. Apres 3 lavages dans du PBS/0,1% 
Tween20, les membranes ont ete incubees en presence de I'anticorps 
secondare anti-IgG de lapin couple a la peroxydase (Amersham- 
Pharmacia, dilue au 1/1000) pendant une heure a temperature ambiante et 
lavees 3 fois dans du PBS/0,1% Tween20. Les complexes proteines- 
anticorps ont ete reveles par la detection de I'activite peroxydase en 
utilisant le kit « ECL system » selon les instructions du fabricant 
(Amersham-Pharmacia). 

Preparation de la RNase A reduite et denaturee 

20mg de Ribonuclease (RNase A) purifiee ont ete reduits et denatures a 
temperature ambiante pendant 18 heures dans un tampon contenant 0,15 
M de DTT, 6 M de guanidine-HCI et 0,1 M de Tris-HCI a pH 8,6 avant d'etre 
purifies sur une colonne de sephadex G-25 equilibree dans du 0,01 M HCI. 
La concentration des fractions de RNase A reduite et denaturee a ete 
determinee a I'aide du coefficient d'extinction de 9200 M" 1 cm" 1 a 275 nm. 
Les fractions sont conservees a -80°C pendant deux semaines. 
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Reactivation de la RNase A en presence de la p roteine recombinante 
LmPDI 

La RNase A reduite et denaturee (8 uM) a ete incubee dans un tampon 
contenant 4,5 mM (cCMP), 1 mM Glutathione GSH, 0,2 mM Glutathione 
disulfide GSSH, 2 mM EDTA et 100 mM Tris-HCI pH 8 en presence de 
Serum albumine bovine (BSA) (1,4 uM) comme controle negatif, de 
Proteine Disulfide Isomerase bovine (1 ,4 uM) comme controle positif, ou de 
LmPDI recombinante (1,4 uM) pendant 30 minutes a 25°C. La reactivation 
de la RNase A a ete determinee par la mesure de I'activite RNase A a 
296nm toutes les 5 minutes comme precedemment decrit dans la litterature 
(Lyles and Gilbert 1991). 



Exemple 1 : selectio n d'isolats de L. major, presentant differents 
niveaux de virulence 

Les isolats de L. major utilises dans ce travail proviennent de lesions 
humaines de LCZ obtenus lors d'une etude prospective menee en 1994- 
1995 a El Guettar, au sud de la Tunisie (Louzir, Melby et al. 1998). lis ont 
ete choisis parmi 1 9 isolats sur la base de leur pouvoir pathogene lors de 
I'infection experimentale de souris sensibles BALB/c : 2.1 0 6 amastigotes 
des diver isolats ont ete injectes dans les coussinets des pattes arrieres 
des souris BALB/c, et la progression de la lesion a ete observee toutes les 
semaines pendant 9 semaines. Cinq semaines apres I'infection, la 
production d'IL-4 et d'lFN-y par des cellules mononucleees de ganglions 
lymphatiques actives in vitro par des antigenes du parasite a ete mesuree. 

Ces experiences ont montre d'une part, une grande heterogeneite dans la 
progression de la maladie induite par les differents isolats de L. major et, 
d'autre part, que I'utilisation d'un meme isolat conduit a des resultats 
reproductibles. 
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Les souches les plus virulentes ont induit les plus haut taux d'IL-4 et les 
plus bas taux d'lFN-y in vitro, 5 semaines apres Tinfection. 

A partir de ('observation que ('expression clinique de I'infection par L major 
est variable suivant les souches et reproductible avec chacune d'entre elles 
5 dans le modele experimental de I'infection des souris sensibles BALB/c, les 

inventeurs ont emis Thypothese que les genes impliques dans la virulence 
seraient differentiellernent exprimes entre les isolats les plus virulents par 
rapport aux isolats les moins virulents. Une analyse preliminaire de 
('expression d'un groupe de genes prealablement decrits, par d'autres 

10 auteurs, et associes a la virulence du parasite, comprenant LPG1, LPG2, 

KMP-11, Cpc, Cpb, Hsp100, Gene B et gp63, a ete realisee par une 
technique de transcription inverse et d'amplification genique quantitative. 
Cette analyse n'a pas montre de difference entre les isolats de L. major 
exprimant une pathogenicity differente chez les souris BALB/c (Kebaier, 

15 Louzir et al. 2001). 

Deux isolats, MHOM/TN/94/GLC94 et MHOM/TN/94/GLC67 (GLC94 et 
GLC67 respectivement) qui induisent des lesions graves, evoluant 
rapidement et representant les isolats les plus virulents et 2 isolats 
MHOM/TN/94/GLC07 et MHOM/TN/94/GLC32 (GLC07 et GLC32 
20 respectivement), induisant une maladie experimental moins severe et 

representant des isolats peu virulents, ont ete selectionnes pour poursuivre 
la recherche de genes de virulence potentiellement exprimes a des niveaux 
differents suivant les souches. 

Exemple 2 : Identification par « Differential Display » f d'une nouvelle 
25 proteine disulfide isomerase LmPDI de Leishmania major, impliquee 

dans la virulence naturelle du parasite 



1. Identification des genes differentiellernent exprimes dans les isolats 
virulents et les isolats peu virulents de L major 
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Les ARNm ont ete tout d'abord purifies a partir des promastigotes de deux 
isolats tres virulents (GLC94 et GLC67) et de deux isolats peu virulents 
(GLC 32 et 07) puis reverse-transcrits en ADNc en utilisant des amorces 
Oligo(dT)nMN, avec M= A ou C ou G et N= A ou C ou G ou T. L'amorce 
utilisee lors des experiences de differential display est : 

Les reactions d'amplification ont ete realisees par PCR a I'aide des memes 
oligo-dT utilises lors de la reaction de reverse transcription et combines 
avec 10 amorces arbitraires, telles que decrites dans la litterature 
scientifique (Liang and Pardee 1992; Liang, Bauer et al. 1995; Heard, 
Lewis et al. 1996). 

Au total, 60 combinaisons d'amorces ont ete realisees et analysees. 
L'analyse sur gel de polyacrylamide des produits d'amplification utilisant 
differentes combinaisons d'amorces a permis de montrer que les genes 
des differents isolats de L. major (tres virulents et peu virulents) expriment, 
dans approximativement 95% des cas, les memes ARNm et a des niveaux 
equivalents. Seuls, 25 messagers semblent etre differentiellement exprimes 
entre les isolats tres virulents et peu virulents (figure 1A). Les ADNc 
differentiellement exprimees ont ete tout d'abord isoles du gel d'acrylamide 
puis reamplifies a I'aide des memes combinaisons d'amorce utilisees lors 
de la premiere PCR et enf.n, clones dans le vecteur pMOS. Le sequencage 
des differents clones a permis de montrer qu'un certain nombre d'entre eux 
etaient identiques. 

L'analyse de I'ARNm issu des differents isolats de L. major par Northern- 
blot en utilisant les 14 fragments differentillement exprimes comme sonde a 
permis de montrer que 3 clones parmi les 14 isoles presentent une 
expression differentielle entre les isolats tres virulents et les isolats peu 
virulents. Un de ces clones, le clone p14, a ete caracterise. Par Northern 
blot, la sonde correspondant au clone p14 s'hybride specifiquement avec 
un transcrit de taille approximative de 2,2kb, qui est preferentiellement 
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exprime dans les 2 isolats les plus virulents par rapport aux 2 isolats les 
moins virulents (figure 1B). Ceci confirme le resultat obtenu par la 
technique de Differential Display. Le clone p14 a ete entierement sequence 
et la taille de ce clone est de 339pb. La comparaison de la sequence 
nucleotidique de ce fragment avec les sequences decrites dans les 
banques de donnees (GenBank et EMBL) n'a pas permis d'identifier de 
sequence signicativement homologue. Ceci peut etre du au fait que le 
clone p14 correspond a la region 3' terminate non traduite du messager. 

2. Clonage et analyse de la sequence entiere de I'ADNc p14 

Pour isoler la sequence entiere de I'ADNc correspondant au clone p14, le 
fragment de 339pb a ete utilise pour cribler une banque d'ADNc de 
promastigotes de I'isolat GLC94. Deux clones positifs ont ete isoles a partir 
de 6X10 5 clones recombinants analyses. La figure 2 montre la sequence 
nucleotidique du clone le plus long, qui est de 2094pb (SEQ ID No :1). Ce 
clone presente un cadre de lecture ouvert codant pour un polypeptide de 
477 acides amines (aa), avec un poids moleculaire theorique de 52,4 kDa 
et un point isoelectrique de 5,22. La region N-terminale de cette proteine 
correspond a un peptide signal potentiel d'export vers le reticulum 
endoplasmique, de 20 aa. La region 5' non traduite contient une sequence 
« splice leader » caracteristique des Leishmania et la region 3' non traduite 
contient une queue poly A precedee d'un site potentiel de polyadenylation 
(figure 2). 

La sequence peptidique du clone isole montre 27-36% d'identite avec les 
proteines de la famille des Proteine Disulfide Isomerases (PDI et Erp) de 
plusieurs especes (figure 3). De plus, cette proteine contient deux regions 
aux residus 47-52 et 381-386 qui sont identiques aux sites actifs potentiels 
(Cys-Gly-His-Cys, ou CGHC) des PDI, Erp et proteines de la famille des 
thioredoxines. La partie C-terminale montre un signal potentiel de retention 
dans le reticulum endoplasmique de type KDEL (EEDL) aux residus 474- 
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477 suggerant que, comme les PDI et Erp, cette proteine se retrouve dans 
la lumiere du reticulum endoplasmique. P14 est done une proteine de la 
famille des Proteine Disulfide isomerases de L. major. Elle a ete 
denommee LmPDI (figure 2 et 3). 

Pour determiner si la LmPDI est dotee d'une activite thio-disulfide oxydo- 
reductase comme cela a ete demontre pour la plupart des proteines 
disulfide isomerases decrites, la capacite de la proteine recombinante 
LmPDI a renaturer la RNase A denaturee a ete etudiee. La proteine 
recombinante LmPDI a ete synthetisee chez E. coli puis purifiee et utilisee 
dans un test, in vitro, de reactivation de la Rnase. Les resultats obtenus 
montrent que la LmPDI est capable de restaurer I'activite RNase A de 
maniere similaire a celle de la PDI bovine, utilisee comme controle (figure 
4) 

Pour identifier le nombre de copies du gene codant pour le LmPDI, les 
inventeurs ont effectue une hybridation de type Southern blot en utilisant 
comme sonde le fragment dADNc de la LmPDI marquee au 32 P. Les 
resultats obtenus montrent generalement une bande unique, sauf pour les 
enzymes qui presentent un site de coupure au sein de lADNc de la LmPDI 
(figure 5A). Le gene codant pour la LmPDI est done probablement present 
en une copie unique dans le genome de L. major. De plus, le gene de la 
LmPDI apparalt conserve dans differentes especes de Leishmania 
testees (Leishmania infantum, dermotrope, et un viscerotrope, Leishmania 
donovani) (figure 5B). 

3. Analyse par immunoblot de I'expression de la LmPDI 

Pour caracteriser I'expression de la proteine native, un lapin a ete 
immunise avec la proteine recombinante LmPDI synthetisee chez E. coli et 
purifiee par chromatographie d'affinite. Par immunoblot, les inventeurs ont 
montre que I'anticorps polyclonal anti-LmPDI obtenu reconnait fortement 
une proteine de la taille attendue (55kDa) dans les lysats de promastigotes 
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en phase stationnaire de croissance de GLC94 (figure 6). D'autre part, 
deux autres proteines sont detectees. La premiere presente un poids 
moleculaire de 10 5kDa, ce qui correspond a environ deux fois celui de la 
LmPDI, et la deuxieme a un poids moleculaire de 35 kDa. Afin de verifier si 
la proteine de 105 kba correspond a un dimere de la LmPDI, une analyse 
de lysats de promastigotes de GLC94 denatures en presence de fortes 
concentrations de DTT (0.5mM) a ete effectuee. Dans ces conditions, I'anti- 
LmPDi ne detecte plus de proteines a 105 kDa. Ces resultats suggerent 
que la LmPDI s'organise en oligomeres. La proteine de 35 kDa semble etre 
un contaminant. En effet, I'anti-LmPDI purifie sur colonne d'affinite 
(Sepharose 4B-LmPDI) ne reconnait plus la proteine de 35 kDa (figure 6). * 

Afin de comparer le niveau d'expression de la LmPDI entre les isolats les 
plus virulents et les moins virulents, les proteines de promastigotes ont ete 
extraites puis quantifies en phase stationnaire de croissance. 5pg de 
proteines ont ete analyses sur un gel a 12% de polyacrylamide-SDS et 
transferes sur une membrane de nitrocellulose. L'analyse par Western blot 
a I'aide de Panticorps anti-LmPD! montre que la LmPDI (55kDa) et son 
dimere (105kDa) sont plus fortement exprimes dans les isolats les plus 
virulents (figure 7). En revanche, la proteine contaminante de 35kDa est 
exprimee de maniere equivalente quelle que soit la souche testee. Ces 
resultats suggerent une correlation entre ie niveau d'expression de la 
LmPDI et le pouvoir pathogene des isolats etudies. 

Exemple 3 : Induction par la LmPDI de la proliferation in vitro de 
cellules mononucleees d'individus ayant des lesions actives ou des 
antecedents de LCZ 

La LmPDI de L major, vu son expression importante au cours du stade 
infectieux du parasite, pourrait etre la cible d f une reponse immune 
cellulaire. Afin de verifier la pertinence de cette hypothese, la capacite de la 
LmPDI a induire une reponse immune cellulaire a ete evaluee, par des 
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experiences de proliferation de cellules mononucleees obtenues d'individus 
ayant des lesions actives ou des antecedents de LCZ. 

Cette etude a ete realisee chez 37 individus vivants a El Guettar (sud de la 
Tunisie) pour lesquels le resultat du test de proliferation cellulaire contre les 
antigenes totaux du parasite (SLA, test indiquant un contact anterieur avec 
le parasite) est disponible. Ces individus se repartissent comme suit : 

Groupe 1 : compose de 8 individus ayant un test SLA negatif 

Groupe 2 : compose de 29 individus ayant un test SLA positif 

Les cellules mononucleees, comprenant les lymphocytes et les monocytes 
sont separees a partir sang peripherique par centrifugation sur gradient de 
ficoll /Hypaque (Pharmacia, Uppsala, Sweden). 

Le resultat (figure 8) montre une proliferation significative avec les individus 
immuns. 

L'induction des cytokines (IFN-y IL-4) dans les surnageants de culture de 
PBMC a ete faite par incubation pendant 48 heures des cellules mono- 
nucleees avec la meme concentration de LmPDI et le dosage a ete realise 
par un test ELISA utilisant des anticorps monoclonaux anti-IL-4 et anti-IFN- 
y humaines (Pharmingen, San Diego, CA). 

Les resultats ont ete realises sur un echantillon faible d'individus. lis 
montrent clairement I'absence d'IL-4 et la presence de taux significatifs 
d'IFN-y dans le surnageant des cellules stimulees par la LmPDI. 

Ce resultat montre une reponse essentiellement de type Th1, indiquant que 
la LmPDI pourrait constituer un candidat-vaccin contre les leishmanioses. 

Exemple 4 : Inhibition de la croissance de L. major en milieu liquide. 
en presence d'un inhibiteur des PDI 
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La bacitracine est un inhibiteur connu des PDI. Des experiences utilisant la 
bacitracine montrent qu'a la concentration finale de 2 mM, la bacitracine 
inhibe complement la croissance des parasites L. major en milieu liquide 
(figure 9). 

Ces experiences ont ete effectuee dans les conditions experimental 
suivantes : 

a) Prepa ration de la RNase A reduite et denaturee ; 

20mg de Ribonuclease (RNase A) purifiee ont ete reduits et 
denatures a temperature ambiante pendant 18 heures dans un tampon 
contenant 0.1 5M de DTT, 6M de guanidine-HCI et 0.1M de Tris-HCI a pH 
8.6, avant d'etre purifies sur une colonne de sephadex G-25 equilibree 
dans du 0.01M HCI. La concentration des fractions de RNase A reduite et 
denaturee a ete determinee a I'aide du coefficient d'extinction de 9200 
M-W 1 a 275nm. Les fractions sont conservees a -80°C pendant deux 
semaines. 

b) Reactivation de la RNase A en p resence de la proteine recomhin^ 
LmPDI : ~ ~ 

La RNase A reduite et denaturee (8uM) a ete incubee dans un 
tampon contenant 4.5 mM (cCMP), 1 mM Glutathione GSH, 0.2 mM 
Glutathione disulfide GSSH, 2 mM EDTA et 100 mM Tris-HCI pH 8 en 
presence de Serum albumine bovine (BSA) (1,4uM) comme controle 
negatif, de Proteine Disulfide Isomerase bovine (1,4uM) comme controle 
positif, ou de LmPDI recombinante (1,4pM) pendant 30 minutes a 25X La 
reactivation de la RNase A est determinee par la mesure de I'activite 
RNase A a 296 nm toutes les 5 minutes pendant 30 minutes comme 
precedemment decrit dans la litterature (Lyles and Gilbert 1991). 
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c) Tests d'inhibition in-vitro de I'activitite thio-disulfide oxydo-reductase de 
la LmPDI recombinante par differents inhibiteurs de PDI : 

Les conditions d'experiences relatives aux tests d'inhibition de 
I'activite thio-disulfide oxydo-reductase de la LmPDI recombinante sont 
strictement identiques a celles decrites dans le paragraphe (Reactivation 
de la RNase A en presence de la proteine recombinante LmPDI) , excepte 
le fait que les reactions sont realisees en presence de 0.01 mM, 0.1 mM, 
0.5 mM et 2 mM des inhibiteurs de PDI suivants : 

- la bacitracine 

- la bacitracine de zinc 

- le p-chloromercuribenzoic acid (pCMBA) 
I'acide tocinoic. 

d) Inhibition de la croissance des parasites (L. major) en milieu liquide ; ; 

Dans le but de determiner I'effet de la bacitracine (BAC), de la 
bacitracine de zinc (BACZn), du p-chloromercuribenzoic acid (pCMBA) et 
du le 5,5'-dithiobis(2-nitrobenzoic acid) (DTNB) sur la croissance in-vitro 
des leishmanies en milieu liquide, differentes concentrations d'inhibiteurs 
cites ci-dessus OmM, 0.05mM, 0.1mM, 0.2mM, 0.5mM, 1mM, 1.5mM, 2mM, 
2.5mM et 5mM sont additionnes dans du RPMI additionne de 5% se serum 
de veau fcetal et contenant 2.10 5 /ml de parasites en phase exponentielle de 
croissance. Les parasites sont incubes a 26°C et comptes toutes les 24 
heures pendant 96 heures. Le comptage des parasites est realise sur 
cellules de Mallassez. 

Exemple 5 : Evaluation de molecules inhibitrices de LmPDI dans leurs 
capacites a supprimer la croissance de Leishmania major 

La mise en valeur du role de la LmPDI dans la virulence de Leishmania 
permet d'envisager des nouvelles strategies de recherche de molecules 
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actives pour soigner les leishmanioses. En effet, il est probable que des 
molecules connues pour leur activites anti-PDI, autres que la bacitracine, 
soient capables d'inhiber la croissance du parasite. Un exemple de 
protocole devaluation de molecules potentiellement efficaces contre 
Leishmania est presente ici. 

L'evaluation de molecules connues pour leurs activites anti-PDI, ou celles 
qui seront nouvellement identifies, peut se faire en trois etapes. Au cours 
de la premiere etape, les molecules sont testees in vitro sur la proteine 
LmPDI recombinante produite dans Esherichia (E.) coli. Ensuite, des tests 
d'inhibition de la croissance des parasites en milieu liquide sont realises et 
enfin, les molecules sont testees dans le modele murin de la leishmaniose 
experimental. 

1- Evaluation de Inhibition de la LmPDI recombinante . La technique 
detaillee de I'analyse de I'activite PDI de LmPDI est decrite dans I'exemple 
2 et dans les Materiels et Methodes ci-dessus. La meme technique peut 
etre utilisee pour evaluer la capacite qu'ont certains inhibiteurs des PDI 
connus ou a identifier (en utilisant un modele moleculaire de la LmPDI), en 
rajoutant dans le volume reactionnel differentes concentration d'inhibiteurs 
potentiels. Les resultats sont exprimes en pourcentage d'inhibition par 
rapport au tampon seul. Ne sont retenues que les molecules qui ont une 
activite inhibitrice de LmPDI significative et dose-dependante. 

Dans le but de determiner si les differents inhibiteurs de PDI decrits dans la 
litterature pouvaient inhiber I'activite thio-disulfide oxydo-reductase de la 
LmPDI, , la capacite de ces inhibiteurs a bloquer I'activite enzymatique de 
la LmPDI synthetisee chez E. coli puis purifiee a ete etudiee dans un test 
in-vitro, a differentes concentrations. Les inhibiteurs sont : 

- la bacitracine 

- la bacitracine de zinc 

- le p-chloromercuribenzoic acid (pCMBA) 
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I'acide tocinoTque. 

Les resultats obtenus sont represents dans la figure 10 et montrent que 
I'activite LmPDI est completement inhibee en presence de 0.01 mM de 
pCMBA et de 2mM de bacitracine ou de bacitracine de zinc. En revanche, 
I'acide tocinoTque ne sernble pas avoir un effet tres important sur I'activite 
de la LmPDI aux concentrations utilisees (concentrations qui inhibent 
totalement I'activite de la PDI humaine). 

2- Inhibition de la croissance des parasites (L majors en milieu liquide . La 
molecule a tester est dissoute dans le solvant approprie, selon ses 
proprietes physico-chimiques (solubilite dans les solutions aqueuses ou les 
solvant organiques). Dans tous les cas, le solvant seul est utilise comme 
controle. Les experiences peuvent, par exemple, etre realisees sur I'isolat 
L major GLC94. La composition du milieu de culture est detaillee ci-dessus 
(exemple 2, et Materiels et Methodes). Les cultures sont incubees a 26°C 
et repiquees regulierement pour maintenir les parasites en phase 
stationnaire de croissance. Pour certaines experiences, le stade 
amastigote-like du parasite est utilise. Dans ce cas, les parasites 
(promastigotes) de la phase stationnaire de croissance sont centrifuges, le 
milieu est remplace par le Schneider Drosoph'ilia medium ajuste a pH 5.0 et 
additionne de 15% de serum de veau fcetal (SVF). Les cultures sont 
ensuite incubees sous 5% de C0 2 a 35°C. 

L'inhibition de la croissance des promastigotes de L. major se fait sur les 
parasites pris en phase de croissance exponentielle, ajustes a la 
concentration initiate de 10 6 parasites/ml de milieu complet et incubes a 
raison de 100 pi / puits dans les plaques de cultures de 96 puits en 
I'absence ou en presence de differentes concentrations de la molecule a 
tester. Les parasites sont incubes sous 5% de C0 2 a 26°C et comptes 
toutes les 24h pendant 96h. Le comptage des parasites se fait sur cellule 
de Mallassez. Alternativement, un hemocytometre peut etre utilise. Toutes 
les mesures sont faites en triplicata. La capacite inhibitrice d'une molecule 
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est appreciee en concentration inhibitrice qui reduit la division cellulaire par 
50% par rapport au controle (IC50). 

devaluation de la reduction de la viabilite des amastigotes se fait grace a 
un test fiuorometrique utilisant Almar Blue comme indicateur de 
viabiiite/croissance. 

Les inhibiteurs de PDI decrits dans le paragraphe (1-) ont ete testes dans le 
but d'evaluer leurs capacites a inhiber la croissance in-vitro des parasites. 
Pour cela, differentes quantites d'inhibiteurs sont additionnes dans du 
RPMI contenant 2.10 6 /ml de parasites en phase exponentielle de 
croissance. Les parasites sont incubes a 26°C et comptes toutes les 24, 
heures pendant 96 heures. Le comptage des parasites est realise sur 
cellules de Mallassez. Les resultats obtenus sont representes dans la figure 
11 et montrent que la bacitracine, la bacitracine de zinc ou le pCMBA 
inhibent entierement la croissance des leishmanies aux concentrations 5 
mM et 2 mM et 0,5 mM respectivement. En revanche, le 5,5-dithiobis(2- 
nitrobenzoic acid) (DTNB) aux concentrations utilisees (concentrations qui 
inhibent totalement Pactivite de la PDI humaine) ne semble pas avoir un 
effet tres important sur la croissance des leishmanies. 

3- Evaluation de I'efficacite des inhibiteurs pre selectionnes dans le modele 
experimental de ['infection des souris sensibles BALB/c par L major Les 
experience in vivo vont dependre de la toxicite et des proprietes physico- 
chimiques des molecules a tester. Les souris BALB/c seront infectees par 
10 6 promastigotes de L major obtenus durant la phase stationnaire de 
croissance et injectes (dans un volume de 50pl) dans le coussinet plantaire 
de la patte arriere droite. La mesure du diametre des lesions se fera de 
fa?on hebdomadaire grace a Tutilisation d'un pied a coulisse. 

En tout, trois protocoles therapeutiques seront appliques selon les cas : 

- Pour les molecules hydrophobes, qui diffusent bien, peu ou pas 
toxiques, le produit sera injecte a differentes concentrations et 
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selon differents schemas par voie intra-peritoneale. La frequence 
des injections dependra de la bio-disponibilite de la molecule 
ainsi que sa demi-vie. Dans tous les cas, le protocole sera arrete 
au bout de 9 semaines apres infection. 

- Pour les molecules hydrosolubles et relativement toxiques, les 
injections se feront en intra-lesionnel (en general, les doses 
actives peuvent etre divisees par 10), par au moins quatre 
injections au niveau de la zone induree. 

- Pour les molecules liposolubles, une pommade sera testee par 
application quotidienne sur la lesion experimental. 

Globalement, et quelle que soit la voie dejection du produit a tester, deux 
types de protocoles seront effectues : 

- un protocole qui demarre immediatement apres injection des 
parasites, 

- un protocole qui demarre 4 a 5 semaine apres injection des 
parasites, a un moment ou la -lesion sera deja etablie. 

Dans tous les cas, a la fin du protocole, les souris seront sacrifices, une 
estimation de la charge parasitaire se fera au niveau du site d'injection et 
dans le ganglion qui draine la lesion. 

Exemple 6 : Infection in vitro de macrophages murins par Leishmania 

Des macrophages murins de moelle osseuse (murine bone marrow 
macrophages, ou MBMM) sont obtenus a partir de moelle osseuse 
extrudee d'un femur ou d'un tibia de souris BALB/c femelles.Les MBMM 
sont cultivees en plaques multi-chambres a 1,5 x 10 3 cellules par puits 
dans 500 pi de milieu complet. Pour stimuler la croissance et la maturation 
des MBMM, le milieu de culture est supplements avec 20% de milieu 
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conditionne avec des fibroblastes L-929, comme source de facteur 
stimulateur de colonie de macrophages (macrophage colony stimulating 
factor, ou MCSF). Apres 6 jours de culture a 37°C et 5% C0 2 , le milieu est 
enleve, les MBMM sont lavees, et du milieu RPMI frais avec 10% de serum 
de veau foetal, mais ne comportant pas de milieu conditionne par des 
fibroblastes L-929, est ajoute. Des amastigotes intra-lesionnels sont purifies 
a partir de lesions non-ulcerees, par centrifugation differentielle, et comptes 
en utilisant le colorant viral bleu trypan. Ces parasites sont utilises pour 
infecter les MBMM a un ratio final nde quatre parasites par macrophage. 
Deux heures apres I'addition des parasites, les macrophages sont rinces 
cinq fois avec du PBS pour eliminer les amastigotes non phagocytes. Les 
cultures sont ensuite incubees a 37°C dans 95% d'air et 5% de C0 2 . Les 
experiences sont effectuees a differents points dans le temps : 30 minutes 
et 2, 24 et 72 heures. Aux temps indiques, les puits sont rinces avec du 
PBS, les couvercles sont enleves, et les macrophages infectes sont fixes a 
Tethanol pendant 1 heure a temperature ambiante. Les plaques sont 
ensuite lavees et colorees au Giemsa pour suivre I'infection. 

L'enumeration des macrophages infectes est realisee au centre de chaque 
puits, ou les cellules sont bien etalees et ou les parasites peuvent etre 
facilement enumeres. A ce niveau de la plaque, le ratio 
parasite/macrophage peut etre superieur a 4. 
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REVENDICATIONS 

Proteine impliquee dans la virulence de Leishmania, comportant au 
moins un site (Cys-Gly-His-Cys) identique au site ' actif potentiel 
d'une proteine de la famille des proteines disulfides isomerases 
(PDI). 

Proteine de Leishmania impliquee dans la virulence du parasite, 
comportant au moins un site (Cys-Gly-His-Cys) identique au site actif 
potentiel d'une proteine de la famille des proteines disulfides 
isomerases (PDI). 

Proteine selon les revendications 1 ou 2, caracterisee en ce qu'il 
s'agit de la proteine LmPDI de Leishmania major, de sequence SEQ 
ID No: 2, ou d'un variant fonctionnel de la LmPDI, presentant au 
moins 40%, et de preference au moins 80% d'identite avec la 
LmPDI. 

Polypeptide recombinant comportant au moins un fragment de plus 
de 10 acides amines d'une proteine selon Tune quelconque des 
revendications 1 a 3, ledit polypeptide recombinant etant susceptible 
de declencher une reaction immunologique contre un epitope de la 
LmPDI, lorsqu'il est administre a un hote, humain ou animal. 

Polypeptide recombinant selon la revendication 4, caracterise en ce 
qu'il s'agit de la proteine LmPDI-(His) 6 de sequence SEQ ID No :3. 

Proteine de fusion comportant un polypeptide recombinant selon la 
revendication 4, fusionne a un autre fragment polypeptidique, ladite 
proteine de fusion etant susceptible de declencher une reaction 
immunologique contre un epitope de la LmPDI, lorsqu'elle est 
administree a un hote, humain ou animal. 
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Sequence d'acide nucleique recombinant codant pour une proteine 
ou un polypeptide selon Tune quelconque des revendications 1 a 6. 

Sequence d'acide nucleique selon la revendication 7, caracterisee 
en ce qu'elle comprend la sequence codante correspondant aux 
nucleotides 241 a 1674 de la sequence SEQ ID No: 1, ou un 
fragment de cette sequence de taille superieure ou egale a 30 
nucleotides, de preference superieure ou egale a 100 nucleotides. 

Vecteur d'acide nucleique, caracterise en ce qu'il comprend une 
sequence d'acide nucleique selon la revendication 7 ou 8. 

Vecteur selon la revendication 9, caracterise en ce qu'il s'agit d'un 
plasmide, d'un cosmide, d'un phage, ou d'un virus. 

Cellule en culture comprenant un vecteur selon la revendication 9 ou 
10. 

Cellule selon la revendication 11, caracterisee en ce qu'il s'agit de la 
souche bacterienne LmPDI-XU deposee a la Collection Nationale 
de Culture des Microorganismes (CNCM) le 31/01/2001 sous le 
numero 1-2621. 

Sonde d'acide nucleique caracterisee en ce qu'elle s'hybride 
specifiquement, en conditions de forte stringence, avec la sequence 
nucleique correspondant aux nucleotides 241 a 1674 de la sequence 
SEQ ID No : 1, permettant de determiner la presence ou I'absence 
du gene de virulence codant pour la LmPDI, dans un echantillon 
biologique. 

Amorce nucleotidique caracterisee en ce qu'elle permet 
('amplification specifique d'au moins une partie de la sequence de 
SEQ ID No : 1 , a partir de cellules infectees par Leishmania, 
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permettant ainsi de determiner la presence ou ['absence du gene de 
virulence codant la LmPDf, dans un echantillon biologique. 

Anticorps purifie, reconnaissant specifiquement la LmPDI. 

Composition immunogene, comportant une proteine selon la 
revendication 1, 2, 3 ou 6 et/ou un polypeptide recombinant selon la 
revendication 4 ou 5, et/ou une sequence d'acide nucleique selon la 
revendication 7 ou 8, et/ou un vecteur selon la revendication 9 ou 10, 
et/ou une cellule selon la revendication 11, ladite composition 
immunogene etant capable de stimuler in vitro la proliferation de 
cellules mononucleees* provenant d'individus ayant ete en contact 
avec un parasite Leishmania. 

Composition immunogene selon la revendication 16, capable de 
stimuler in vitro la proliferation de cellules mononucleees provenant 
d'individus ayant ete en contact avec Leishmania major 

Composition immunogene selon la revendication 16 ou 17, de 
formulation pharmaceutiquement acceptable pour etre administree a 
un hote humain ou animal. 

Composition immunogene selon les revendications 16 a 18, capable 
d'induire une reponse immunitaire de type Th1 lorsqu'elle est 
administree a un hote, humain ou animal. 

Composition vaccinante comportant une proteine selon la 
revendication 1, 2, 3 ou 6, et/ou un polypeptide recombinant selon la 
revendication 4 ou 5, et/ou une sequence d'acide nucleique selon la 
revendication 7 ou 8, et/ou un vecteur selon ia revendication 9 ou 10, 
et/ou une cellule selon la revendication 11, ladite composition 
vaccinante etant destinee a proteger un hote, humain ou animal, 
contre la leishmaniose. 
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Composition vaccinante selon la revendication 20, de formulation 
pharmaceutiquement acceptable pour etre administree a une hote 
humain ou animal. 

Composition 4mmunogene et/ou vaccinante selon Tune quelconque 
des revendications 16 a 21, comportant en outre un antigene 
etranger a Leishmania et/ou une sequence d'acide nucleique codant 
pour un antigene etranger a Leishmania. 

Procede de criblage de molecules susceptibles d'inhiber la 
croissance de Leishmania major, comportant une etape devaluation 
de la capacite desdites molecules a inhiber I'activite de la LmPDI. 

Procede de criblage selon la revendication 23, dans lequel I'etape 
devaluation de la capacite d'une molecule a inhiber I'activite de la 
LmPDI est effectuee dans un test de reactivation de la RNase A 
reduite et denaturee, comportant les etapes suivantes : 

- incubation de la RNase A reduite et denaturee en presence de 
LmPDI, dans des conditions permettant sa reactivation, 

- incubation de la RNase A reduite et denaturee dans des 
conditions identiques a celles permettant sa reactivation par la 
LmPDI, en ajoutant la molecule a tester, 

- comparaison des resultats obtenus en absence et en presence 
de la molecule a tester, un defaut de reactivation de la RNase A 
en presence de la molecule testee revelant que cette molecule 
possede une activite inhibitrice de la LmPDL 

Procede de criblage selon les revendications 23 et 24, comportant 
en outre un test d'inhibition de la croissance de Leishmania major en 
milieu liquide et, le cas echeant, un test d'inhibition de la croissance 
de Leishmania major dans un modele murin de leishmaniose 
experimentale. 
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21. Composition vaccinante selon la revendication 20, de formulation 
pharmaceutiquement acceptable pour etre administree a une hote 
humain ou animal. 

22. Composition immunogene et/ou vaccinante selon Tune quelconque des 
revendications 16 a 21, comportant en outre un antigene etranger a 
Leishmania et/ou une sequence d'acide nucleique codant pour un 
antigene etranger a Leishmania. 

23. Procede de criblage de molecules susceptibles d'inhiber la croissance 
de Leishmania major, comportant une etape devaluation de la capacite 
desdites molecules a inhiber I' activity de la LmPDI. 

24. Procede de criblage selon la revendication 23, dans lequel I'etape 
devaluation de la capacite d'une molecule a inhiber I'activite de la 
LmPDI est effectuee dans un test de reactivation de la RNase A reduite 
et denaturee, comportant les etapes suivantes : 

- incubation de la RNase A reduite et denaturee en presence de 
LmPDI, dans des conditions permettant sa reactivation, 

- incubation de la RNase A reduite et denaturee dans des conditions 
identiques a celles permettant sa reactivation par la LmPDI, en 
ajoutant la molecule a tester, 

- comparaison des resultats obtenus en absence et en presence de la 
molecule a tester, un defaut de reactivation de la RNase A en 
presence de la molecule testee revelant que cette molecule possede 
une activite inhibitrice de la LmPDI. 

25. Procede de criblage selon les revendications 23 et 24, comportant en 
outre un test d'inhibition de la croissance de Leishmania major en milieu 
liquide et, le cas echeant, un test d'inhibition de la croissance de 
Leishmania major dans un modele murin de leishmaniose 
experimentale. 

26. Utilisation d'un ou plusieurs inhibiteurs des Proteines Disulfides 
Isomerases (PDI), pour la preparation d'une composition 
pharmaceutique destinee a la prophylaxie, a ('attenuation, ou au 
traitement d'une infection oar Leishmania 
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Molecule susceptible d'etre obtenue par un procede selon Tune 
quelconque des revendications 22 a 24, caracterisee par sa capacite 
a inhiber la croissance de Leishmania major. 

Utilisation d'un ou plusieurs inhibiteurs des Proteines Disulfides 
Isomerases (PDI), pour la preparation d'une composition 
pharmaceutique destinee a la prophylaxie, a ('attenuation, ou au 
traitement d J une infection par Leishmania. 

Utilisation selon la revendication 27, dans laquelle un inhibiteur des 
PDI est un anticorps anti-PDI ou anti-LmPDI, la bacitracine, I'acide 
5,5'-dithiobis(2-nitrobenzoique) (DTNB), I'acide p- 

chloromercuribenzenesulfonique (pCMBS), ou I'acide tocinofque. 

Utilisation selon la revendication 27 ou 28, pour la preparation d'urie 
composition administrate a un hote humain ou animal, par voie 
topique, orale ou parenterale. 

Composition pharmaceutique destinee au traitement d'une infection 
par Leishmania, comportant un anticorps selon la revendication 15. 

Composition selon la revendication 30, appropriee a une 
administration topique, orale ou parenterale. 

Methode de diagnostic in vitro d'une infection par. un parasite 
responsable de la Leishmaniose, caracterisee en ce qu'elle 
comprend : 

la mise en contact d'au moins un anticorps selon la 
revendication 15 avec un prelevement biologique d'un sujet 
partiellement infecte par un parasite responsable le la Leishmaniose, 
dans des conditions permettant la formation d'un complexe immun 
entre ledit anticorps et les proteines antigeniques contenues dans le 
prelevement, 

la detection dudit complexe. 
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27. Utilisation selon la revendication 26, dans laquelle un inhibiteur des PDI 
est un anticorps anti-PDI ou anti-LmPDI, la bacitracine, I'acide 5,5'- 
dithiobis(2-nitrobenzoique) (DTNB), I'acide p- 
chloromercuribenzenesulfonique (pCMBS), ou I'acide tocinoTque. 

28. Utilisation selon la revendication 26 ou 27, pour la preparation d'une 
composition administrable a un h6te humain ou animal, par voie 
topique, orale ou parenterale. 

29. Composition pharmaceutique destinee au traitement d'une infection par 
Leishmania, comportant un anticorps selon la revendication 15. 

30. Composition selon la revendication 29, appropriee a une administration 
topique, orale ou parenterale. 

31. Methode de diagnostic in vitro d'une infection par un parasite 
responsable de la Leishmaniose, caracterisee en ce qu'elle comprend : 

- la mise en contact d'au moins un anticorps selon la revendication 15 
avec un prelevement biologique d'un sujet partiellement infecte par un 
parasite responsable le la Leishmaniose, dans des conditions 
permettant la formation d'un complexe immun entre ledit anticorps et les 
proteines antigeniques contenues dans le prelevement, 

- la detection dudit complexe. 

32. Trousse de diagnostic pur la mise en oeuvre de la methode selon la 
revendication 31 caracterisee en ce q'elle comprend : 

au moins un anticorps selon la revendication 1 5, 

- un milieu approprie a la formation d'un complexe immun 
avec ledit anticorps, 

- des reactifs permettant la detection des complexes 
eventuellement formes, 

- le cas echeant, des echantillons temoins. 
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Trousse de diagnostic pur la mise en oeuvre de la methode selon la 
revendication 32 caracterisee en ce q'elle comprend : 

au rnoins un anticorps selon la revendication 15, 

- un milieu approprie a la formation d'un compiexe immun 
avec led it anticorps, 

- des reactifs permettant la detection des complexes 
eventuellement formes, 

- le cas echeant, des echantillons temoins. 
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Figure 1 
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ggcaccagcggcaccag agtttctgtactttabtg tctttctctattctacccacacttigcirhnhnhgog^f- 
ctctgtgcctgtgcgggcgcgcaacgtgcctttctctccgtattgcccagctgtgagctgctgcctactggc 
aacgtgtacgccattcccgtttcttgattctggtgcagtgctcagctctaccctatttgtattgataccgtt 
ttccttttcgttttgcaaagaaaa . ATG CAG CGC TCA TTC CTT GTT TTT GTT CTG TGC GCC 



MORS 



72 
144 
216 
276 
A 12 



CTT CTC TTC TGC GTC GCG TCC GCA GAG GTG CAG GTG GCC ACT AAG GAC AAC TTT 330 

LL ?CVASAEVQVATKDNF 30 

GAC AAG GTC GTA ATC GGG GAT CTC ACG TTG GTC AAG TTT TAT GCT CCG TGG TGC 384 

DKVVIGDLTLVKFYAP W C 48 

GGC CAC TGC AAG ACA CTC GCC CCG GAG TTT GTA AAG GCC GCT GAC ATG CTG GCC 438 

G H C K T I* A P E PVKAADMLA 66 

GGC ATC GCG ACC CTT GCA GAG GTC GAT TGC ACC AAA GAA GAG AGC CTT GCT GAG 492 

GIA TLABVDCTKEBSI,A E 84 

AAG TAC GAA ATC AAG GGG TTC CCC ACG CTG TAC ATC TTC CGT AAC GGT GAG AAA 546 

KYBIK <5FPTLYIFRNGEK 102 

GTG AAG ATC TAC GAT GGT CCC CGC ACT GCC GCC GGC ATC GCG TCG TAC ATG AAG 600 

VKIY DGPRTAAGIASYMK 120 

GCG CAT GTC GGT CCA TCG ATG AAG GCC ATC TCA ACG GCT GAA GAG CTG GAG GAG 654 

AHV GPSMKAISTAEKLEE 138 

CTC AAG AAG GAG ACT TTC CCG GTG TGC GTG GTG AAG ACA GCG AGC ACC GAC TCG 708 

LKKET FPVCVVKT ASTDS 156 

GAG ATG GCG TCG ATG ATA ACC AAG GTG GCG GAC TCT CTC CGC TCG CAG ATG AAC 762 

EM A S M I T K VAD S It R S Q M N 174 

TTT GTG CTC GTG ACG GAT GCG GCC ATC TCT CCG AAT GAT GCC ATG GAG TCG GTT 816 

FVLVTDAA I SPNDAME SV 192 

ACG GTG TAT CGC AAG AAT GCG GAG CGC GAG GCG TAC ACC GGC GCT ACA CCA ATG 870 

TVYRKNA BRBAYTGAT PM 210 

ACG GCA GAG TCG GTG AAG AGC TTT CTC ACG AGT GCT GTG TTG GAC TAC TTT GGC 924 

TAESVKS FliTSAVLiDYFG 228 

GAG CTC GGC CAG GAG AGC TTT CAG AAG TAC ATG GAA GCG AAC AAG GAT AAA CCT 978 

ELG Q E SFQKY MEANKDKP 246 

CTT GGG TGG GTG TTC ATC GAC AAG AAC ACG GAT TCT GCG TTG AAG GGG TCA CTT 1032 

LGWVF I D KNTDSALKGSL 264 

GTG GCG GTG GCG GAG AAG TAC CGC TCG CAG GTG TTG CTA ACC TAC ATT GAC GGC 1086 

VAVAEKYRSQVLLTYIDG 282 

GAT CAG TAC CGC CCC GTC TCG CGC CAG CTG GGC ATT CCT GAG GAT GCG AAG TTC 114 0 

D Q Y R P V S R Q Jj G I P E D A K F 300 

CCG GCG TTT GTG GTC GAT TTC GAG CGC CGC CAT CAC GTG ATG GGG ACG GAC ACC 1154 

PAFVVDF E RRHHVMGTDT 318 

CCA GTC ACC TCC GAG TCT GTC GCT GCG TTT GTG GAG AAG TAT GTC AAG GGC GAG 1248 

PVTSBSVAAFVEKYVKGE 336 

ACG AAG CAG ACC GTG ATG TCC GAC GCG ATT CCC GCT AAG GAG ACG GTG AAC GGC 13 02 

TKQTVMSDAI PAKETVNG 354 

CTC ACA ACG GTG GTG GGT CAG ACT TTT GCG AAG TAC ACG GAC GGC ACA CAA AAC 1356 

LTT VVGQTFAKYTDG TQN 372 

GTG ATG CTG CTC TTC TAC GCG CCG TGG TGC GGA CAC TGC AAG AAG CTG CAC CCC 1410 

VMLLFYAP W C a y r * K I* H P 390 

GTC TAC GAT AAA GTA GCC AAG AGC TTC GAG TCT GAG AAT GTG ATC ATT GCG AAG 1464 

VY DKVAKSF ESENVIIAK 408 

ATG GAT GCC ACG ACG AAC GAC TTT GAC CGC GAG AAG TTT GAG GTG TCT GGA TTT 1518 

MDATTNDFDREKFEVSGF 426 

CCA ACG ATT TAC TTC ATC CCA GCC GGC AAG CCG CCA ATC GTG TAC GAG GGT GGC 1572 

PTIYFI PAGKPPIVYEGG 444 

CGC ACC GCA GAC GAA ATC CAG GTG TTT GTG AAG TCT CAC CTG ACC GCC TCC GCC 1626 

RTADEIQVFVKSHLTASA 462 



GCT CCA TCT GGC GGC CCT TCC GGC AAC AGC GAA GAG GAA GAT TTG TAG gactgca 1681 
APSG GPSGNSEEEDL* 478 
agggatgtggcgtttataggctgccctgccttcccttgctgttt^ 1753 

tatgtggggtggtcaagagagtgccagggctccttctttatatccttgcgctttcttttattttgcttcctt 1825 
gtgttgacgtctatgcatgcgtgctgtcgacgactctttgtcaacctgcgtcctatctagtagcatcgatgt 1897 
gaaaagaagagtagagggaggtaacgatgcgtgcgctggctgccgttttcatgggcgcaatttcgagaagga 1969 
aaatcgpaaatggacaggatagcgaaattagcgcaacgacaaggtcgtgcgtctttctctatcggtcatta 2041 
aatttctgggctttgbaacaat |aaagaag t:cacacaaaaaaaaaaaaaaaaa ~ 2 094 
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Figure 3 A 
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Figure 3 B 
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FIGURE 4 
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Figure 6 
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LISTE DE SEQUENCES 

<110> INSTITUT PASTEUR 

INSTITUT PASTEUR DE TUNIS 

<120> GENE ASSOCIE A LA VIRULENCE DU PARASITE LEISHMANIA 

<130> B4866 -AD/VMA 

<140> 
<141> 

<160> 10 

<170> Patentln Ver. 2.1 

<210> 1 
<211> 2094 
<212> ADN 

<213> Leishmania major 

<220> 
<221> CDS 

<222> (241) . . (1674) 

<223> Sequence codante (orf) de la LmPDI 
<400> 1 

ggcaccagcg gcaccagagt ttctgtactt tattgtcttt ctctattcta cccacacttg 6 0 

cctctctgcg ctctctgtgc ctgtgcgggc gcgcaacgtg cctttctctc cgtattgccc 120 

agctgtgagc tgctgcctac tggcaacgtg tacgccattc ccgtttcttg attctggtgc 180 

agtgctcagc tctaccctat ttgtattgat accgttttcc ttttcgtttt gcaaagaaaa 240 

atg cag cgc tea ttc ctt gtt ttt gtt ctg tgc gec ctt etc ttc tgc 288 
Met Gin Arg Ser Phe Leu Val Phe Val Leu Cys Ala Leu Leu Phe Cys 
15 10 15 

gtc gcg tec gca gag gtg cag gtg gec act aag gac aac ttt gac aag 3 36 
Val Ala Ser Ala Glu Val Gin Val Ala Thr Lys Asp Asn Phe Asp Lys 
20 25 30 

gtc gta ate ggg gat etc acg ttg gtc aag ttt tat get ccg tgg tgc 384 
Val Val lie Gly Asp Leu Thr Leu Val Lys Phe Tyr Ala Pro Trp Cys 
35 40 45 

ggc cac tgc aag aca etc gee ccg gag ttt gta aag gec get gac atg 432 

1 
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Gly His Cys Lys Thr Leu Ala Pro Glu Phe Val Lys Ala Ala Asp Met 
50 55 60 

ctg gcc ggc ate gcg acc ctt gca gag gtc gat tgc acc aaa gaa gag 480 
Leu Ala Gly lie Ala Thr Leu Ala Glu Val Asp Cys Thr Lys Glu Glu 
S5 70 75 80 

age ctt get gag aag tac gaa ate aag ggg ttc ccc acg ctg tac ate 52 8 
Ser Leu Ala Glu Lys Tyr Glu He Lys Gly Phe Pro Thr Leu Tyr He 
85 90 95 

ttc cgt aac ggt gag aaa gtg aag ate tac gat ggt ccc cgc act gcc 576 
Phe Arg Asn Gly Glu Lys Val Lys He Tyr Asp Gly Pro Arg Thr Ala 
100 105 110 

gcc ggc ate gcg teg tac atg aag gcg cat gtc ggt cca teg atg aag 624 
Ala Gly He Ala Ser Tyr Met Lys Ala His Val Gly Pro Ser Met Lys 
115 120 125 

gcc ate tea acg get gaa gag ctg gag gag etc aag aag gag act ttc 672 
Ala He Ser Thr Ala Glu Glu Leu Glu Glu Leu Lys Lys Glu Thr Phe 
130 135 140 

ccg gtg tgc gtg gtg aag aca gcg age acc gac teg gag atg gcg teg 72 0 
Pro Val Cys Val Val Lys Thr Ala Ser Thr Asp Ser Glu Met Ala Ser 
145 150 155 160 

atg ata acc aag gtg gcg gac tct etc cgc teg cag atg aac ttt gtg 768 
Met He Thr Lys Val Ala Asp Ser Leu Arg Ser Gin Met Asn Phe Val 
165 170 175 

etc gtg acg gat gcg gcc ate tct ccg aat gat gcc atg gag teg gtt 816 
Leu Val Thr Asp Ala Ala lie Ser Pro Asn Asp Ala Met Glu Ser Val 
180 185 190 

acg gtg tat cgc aag aat gcg gag cgc gag gcg tac acc ggc get aca 8 64 
Thr Val Tyr Arg Lys Asn Ala Glu Arg Glu Ala Tyr Thr Gly Ala Thr 
195 200 205 

cca atg acg gca gag teg gtg aag age ttt etc acg agt get gtg ttg 912 
Pro Met Thr Ala Glu Ser Val Lys Ser Phe Leu Thr Ser Ala Val Leu 
210 215 220 

gac tac ttt ggc gag etc ggc cag gag age ttt cag aag tac atg gaa 960 
Asp Tyr Phe Gly Glu Leu Gly Gin Glu Ser Phe Gin Lys Tyr Met Glu 
225 230 235 240 

gcg aac aag gat aaa cct ctt ggg tgg gtg ttc ate gac aag aac acg 1008 
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Ala Asn Lys Asp Lys Pro Leu Gly Trp Val Phe lie Asp Lys Asn Thr 
245 250 255 

gat tct gcg ttg aag ggg tea ctt gtg gcg gtg gcg gag aag tac cgc 1056 
Asp Ser Ala Leu Lys Gly Ser Leu Val Ala Val Ala Glu Lys Tyr Arg 
260 265 270 

teg cag gtg ttg eta acc tac att gac ggc gat cag tac cgc ccc gtc 1104 
Ser Gin Val Leu Leu Thr Tyr lie Asp Gly Asp Gin Tyr Arg Pro Val 
275 280 285 

teg cgc cag ctg ggc att cct gag gat gcg aag ttc ccg gcg ttt gtg 1152 
Ser Arg Gin Leu Gly lie Pro Glu Asp Ala Lys Phe Pro Ala Phe Val 
290 295 300 

gtc gat ttc gag cgc cgc cat cac gtg atg ggg acg gac acc cca gtc 1200 
Val Asp Phe Glu Arg Arg His His Val Met Gly Thr Asp Thr Pro Val 
305 310 315 320 

acc tec gag tct gtc get gcg ttt gtg gag aag tat gtc aag ggc gag 124 8 
Thr Ser Glu Ser Val Ala Ala Phe Val Glu Lys Tyr Val Lys Gly Glu 
325 330 335 

acg aag cag acc gtg atg tec gac gcg att ccc get aag gag acg gtg 1296... 
Thr Lys Gin Thr Val Met Ser Asp Ala He Pro Ala Lys Glu Thr Val 
340 345 350 

aac ggc etc aca acg gtg gtg ggt cag act ttt gcg aag tac acg gac 1344 
Asn Gly Leu Thr Thr Val Val Gly Gin Thr Phe Ala Lys Tyr Thr Asp ' 
355 360 365 

ggc aca caa aac gtg atg ctg etc ttc tac gcg ccg tgg tgc gga cac 1392 
Gly Thr Gin Asn Val Met Leu Leu Phe Tyr Ala Pro Trp Cys Gly His 
370 375 380 

tgc aag aag ctg cac ccc gtc tac gat aaa gta gee aag age ttc gag 144 0 
Cys Lys Lys Leu His Pro Val Tyr Asp Lys Val Ala Lys Ser Phe Glu 
385 390 395 400 

tct gag aat gtg ate att gcg aag atg gat gee acg acg aac gac ttt 1488 
Ser Glu Asn Val He He Ala Lys Met Asp Ala Thr Thr Asn Asp Phe 
405 410 415 

gac cgc gag aag ttt gag gtg tct gga ttt cca acg att tac ttc ate 1536 
Asp Arg Glu Lys Phe Glu Val Ser Gly Phe Pro Thr lie Tyr Phe He 
420 425 430 

cca gec ggc aag ccg cca ate gtg tac gag ggt ggc cgc acc gca gac 1584 
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Pro Ala Gly Lys Pro Pro He Val Tyr Glu Gly Gly Arg Thr Ala Asp 
435 440 445 

gaa ate cag gtg ttt gtg aag tct cac ctg acc gec tec gec get cca 1632 
Glu lie Gin Val Phe Val Lys Ser His Leu Thr Ala Ser Ala Ala Pro 
450 455 460 

tct ggc ggc cct tec ggc aac age gaa gag gaa gat ttg tag 1674 
Ser Gly Gly Pro Ser Gly Asn Ser Glu Glu Glu Asp Leu " 
465 470 475 

gaetgeaagg gatgtggcgt ttataggctg ccctgccttc ccttgctgtt tetatgaegg 1734 
attaggcttt tttttgttat atgtggggtg gtcaagagag tgecaggget ccttctttat 1794 
atecttgege tttcttttat tttgettect tgtgttgacg tetatgeatg cgtgctgtcg 1854 
acgactcttt gtcaacctgc gtcctatcta gtagcatcga tgtgaaaaga agagtagagg 1914 
gaggtaacga tgcgtgcgct ggctgccgtt ttcatgggcg caatttcgag aaggaaaatc 1974 
ggaaaatgga caggatagcg aaattagege aacgacaagg tegtgegtet ttctctatcg 2034 
gtcattaaat ttctgggctt tgtaacaatg aaagaagtca cacaaaaaaa aaaaaaaaaa 2094 

<210> 2 
<211> 477 
<212> PRT 

<213> Leishmania major 
<400> 2 

Met Gin Arg Ser Phe Leu Val Phe Val Leu Cys Ala Leu Leu Phe Cys 
1 5 10 15 

Val Ala Ser Ala Glu Val Gin Val Ala Thr Lys Asp Asn Phe Asp Lys 
20 25 30 

Val Val He Gly Asp Leu Thr Leu Val Lys Phe Tyr Ala Pro Trp Cys 
35 40 45 



Gly His Cys Lys Thr Leu Ala Pro Glu Phe Val Lys Ala Ala Asp 
50 55 60 



Met 



Leu Ala Gly He Ala Thr Leu Ala Glu Val Asp Cys Thr Lys Glu Glu 

75 80 



65 70 



Ser Leu Ala Glu Lys Tyr Glu He Lys Gly Phe Pro Thr Leu Tyr He 
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85 90 95 

Phe Arg Asn Gly Glu Lys Val Lys lie Tyr Asp Gly Pro Arg Thr Ala 
100 105 no 

Ala Gly lie Ala Ser Tyr Met Lys Ala His Val Gly Pro Ser Met Lys 
115 120 125 

Ala lie Ser Thr Ala Glu Glu Leu Glu Glu Leu Lys Lys Glu Thr Phe 
130 135 140 

Pro Val Cys Val Val Lys Thr Ala Ser Thr Asp Ser Glu Met Ala Ser 
14 5 150 155 160 

Met lie Thr Lys Val Ala Asp Ser Leu Arg Ser Gin Met Asn Phe Val 
165 170 175 

Leu Val Thr Asp Ala Ala lie Ser Pro Asn Asp Ala Met Glu Ser Val 
180 185 190 

Thr Val Tyr Arg Lys Asn Ala Glu Arg Glu Ala Tyr Thr Gly Ala Thr 
195 200 205 

Pro Met Thr Ala Glu Ser Val Lys Ser Phe Leu Thr Ser Ala Val Leu 
210 215 220 

Asp Tyr Phe Gly Glu Leu Gly Gin Glu Ser Phe Gin Lys Tyr Met Glu 
225 230 235 240 

Ala Asn Lys Asp Lys Pro Leu Gly Trp Val Phe He Asp Lys Asn Thr 
245 250 255 

Asp Ser Ala Leu Lys Gly Ser Leu Val Ala Val Ala Glu Lys Tyr Arg 
260 265 270 

Ser Gin Val Leu Leu Thr Tyr He Asp Gly Asp Gin Tyr Arg Pro Val 
275 280 285 

Ser Arg Gin Leu Gly He Pro Glu Asp Ala Lys Phe Pro Ala Phe Val 
290 295 300 

Val Asp Phe Glu Arg Arg His His Val Met Gly Thr Asp Thr Pro Val 
305 310 315 * 320 

Thr Ser Glu Ser Val Ala Ala Phe Val Glu Lys Tyr Val Lys Gly Glu 
325 330 335 



Thr Lys Gin Thr Val Met Ser Asp Ala He Pro Ala Lys Glu Thr Val 
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340 345 



350 



Asn Gly Leu Thr Thr Val Val Gly Gin Thr Phe Ala Lys Tyr Thr Asp 
355 360 365 

Gly Thr Gin Asn Val Met Leu Leu Phe Tyr Ala Pro Trp Cys Gly His 
370 375 380 

Cys Lys Lys Leu His Pro Val Tyr Asp Lys Val Ala Lys Ser Phe Glu 
385 390 395 400 

Ser Glu Asn Val He He Ala Lys Met Asp Ala Thr Thr Asn Asp Phe 
405 410 415 

Asp Arg Glu Lys Phe Glu Val Ser Gly Phe Pro Thr He Tyr Phe He 
4 20 425 430 

Pro Ala Gly Lys Pro Pro He Val Tyr Glu Gly Gly Arg Thr Ala Asp 
435 44 0 445 

Glu He Gin Val Phe Val Lys Ser His Leu Thr Ala Ser Ala Ala Pro 
450 455 460 

Ser Gly Gly Pro Ser Gly Asn Ser Glu Glu Glu Asp Leu 
465 470 475 



<210> 3 
<211> 467 
<212> PRT 

<213> Sequence artif icielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artif icielle : proteine 
recombinante 

<400> 3 

Met Ala Glu Val Gin Val Ala Thr Lys Asp Asn Phe Asp Lys Val Val 
1 5 10 15 

He Gly Asp Leu Thr Leu Val Lys Phe Tyr Ala Pro Trp Cys Gly His 



20 25 



30 



Cys Lys Thr Leu Ala Pro Glu Phe Val Lys Ala Ala Asp Met Leu Ala 
35 40 45 



Gly He Ala Thr Leu Ala Glu Val Asp Cys Thr Lys Glu Glu Ser 



Leu 
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50 55 60 

Ala Glu Lys Tyr Glu He Lys Gly Phe Pro Thr Leu Tyr He Phe Arg 
65 70 75 80 

Asn Gly Glu Lys Val Lys He Tyr Asp Gly Pro Arg Thr Ala Ala Gly 
85 90 95 

He Ala Ser Tyr Met Lys Ala His Val Gly Pro Ser Met Lys Ala He 
100 105 no 

Ser Thr Ala Glu Glu Leu Glu Glu Leu Lys Lys Glu Thr Phe Pro Val 
115 120 125 

Cys Val Val Lys Thr Ala Ser Thr Asp Ser Glu Met Ala Ser Met He 
130 135 140 

Thr Lys Val Ala Asp Ser Leu Arg Ser Gin Met Asn Phe Val Leu Val 
145 150 155 160 

Thr Asp Ala Ala He Ser Pro Asn Asp Ala Met Glu Ser Val Thr Val 
1^5 170 175 

Tyr Arg Lys Asn Ala Glu Arg Glu Ala Tyr Thr Gly Ala Thr Pro Met 
180 185 190 

Thr Ala Glu Ser Val Lys Ser Phe Leu Thr Ser Ala Val Leu Asp Tyr 
195 200 205 

Phe Gly Glu Leu Gly Gin Glu Ser Phe Gin Lys Tyr Met Glu Ala Asn 
210 215 220 

Lys Asp Lys Pro Leu Gly Trp Val Phe He Asp Lys Asn Thr Asp Ser 
225 230 235 240 

Ala Leu Lys Gly Ser Leu Val Ala Val Ala Glu Lys Tyr Arg Ser Gin 
245 250 255 

Val Leu Leu Thr Tyr He Asp Gly Asp Gin Tyr Arg Pro Val Ser Arg 
260 265 270 

Gin Leu Gly He Pro Glu Asp Ala Lys Phe Pro Ala Phe Val Val Asp 
275 280 285 

Phe Glu Arg Arg His His Val Met Gly Thr Asp Thr Pro Val Thr Ser 
290 295 300 



Glu Ser Val Ala Ala Phe Val Glu Lys Tyr Val Lys Gly Glu Thr Lys 
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305 



Gin Thr Val Met Ser Asp Ala He Pro Ala Lys Glu Thr Val Asn Gly 
325 330 335 

Leu Thr Thr Val Val Gly Gin Thr Phe Ala Lys Tyr Thr Asp Gly Thr 
340 345 35Q 

Gin Asn Val Met Leu Leu Phe Tyr Ala Pro Trp Cys Gly His Cys Lys 
355 3 60 3 65 

Lys Leu His Pro Val Tyr Asp Lys Val Ala Lys Ser Phe Glu Ser Glu 
370 375 380 

Asn Val He He Ala Lys Met Asp Ala Thr Thr Asn Asp Phe Asp Arg 
385 390 395 400 

Glu Lys Phe Glu Val Ser Gly Phe Pro Thr He Tyr Phe He Pro Ala 
405 410 415 

Gly Lys Pro Pro He Val Tyr Glu Gly Gly Arg Thr Ala Asp Glu He 
420 425 43 0 

Gin Val Phe Val Lys Ser His Leu Thr Ala Ser Ala Ala Pro Ser Gly 



435 440 



445 



Gly Pro Ser Gly Asn Ser Glu Glu Glu Asp Leu Leu Glu 



450 455 



His His His 
460 



His His His 
465 



<210> 4 
<211> 497 
<212> PRT 
<213> T. brucei 



<400> 4 

Met Arg Ala He Phe Leu Val Ala 
1 5 

Ser Thr Ala Glu Ser Leu Lys Leu 
20 

He Ala Lys Ser Glu He Phe Leu 
35 4 0 



Leu Ala Leu Ala Thr Met Arg Glu 
10 15 

Thr Lys Glu Asn Phe Asn Glu Thr 
25 30 

Val Lys Phe Tyr Val Asp Thr Cys 
45 
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Gly Tyr Cys Gin 
50 

Thr lie Asp Asn 
65 

Glu Leu Ala Ala 



Phe Arg Asn Gly 
100 

Asp Asp lie lie 
115 

Pro Ala Ser Asn 
130 

Val Val Cys Val 
145 

Thr Leu Ala Glu 



Glu Ala Glu Pro 
180 

Val Tyr Arg Lys 
195 

Val Glu Lys Leu 
210 

Gly Glu lie Thr 
225 

Pro Val Gly Trp 



Leu Lys Glu Ser 
260 

Val Val Leu Trp 
275 

Gly Val Pro Glu 
290 



Met Leu Ala Pro 
55 

Ala Leu Met Gly 
70 

Asn Phe Ser lie 
85 

Lys Glu Ala Glu 



Lys Tyr lie Lys 
120 

Ala Glu Glu Val 
135 

Gly Leu Thr Ala 
150 

Ala Ala Gin Ser 
165 

Lys Leu Phe Pro 



Gly Gly Glu Lys 
200 

Thr Glu Phe Leu 
215 

Pro Glu Asn Tyr 
230 

Ala Met Val Lys 
245 

Leu Thr Glu Val 



Val Asn lie Ser 
280 

Asp Ala Lys Tyr 
295 



Glu Trp Glu Lys 
60 

Glu Val Asp Cys 
75 

Arg Gly Tyr Pro 
90 

His Tyr Gly Gly 
105 

Ala Asn Val Gly 



Thr Arg Ala Lys 
140 

Asn Asn Ser Thr 
155 

Phe Arg Val Ser 
170 

Asp Glu Lys Pro 
185 

Glu Val Tyr Asp 



Gin lie Ser Arg 
220 

Gin Tyr Tyr Ser 
235 

Pro Asn Glu Thr 
250 

Gly Lys Lys Met 
265 

Lys His Pro Val 



Pro Ala Phe Leu 
300 



Ala Ala Asn Glu 



His Ser Gin Pro 
80 

Thr lie He Leu 
95 

Ala Arg Thr Lys 
110 

Pro Ala Val Thr 
125 

Glu Glu His Asp 

Ser Leu Ser Thr 
160 

Leu Lys Phe Phe 
175 

Glu Thr He Val 
190 

Gly Pro Met Glu 
205 

Val Ala Phe Gly 



Val He Lys Arg 
240 

Ala Ser He Glu 

255 

Arg Ser His Met 
270 

Trp Arg Asp Phe 
285 

Ala He His Trp 
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Gly Ala Asn Tyr Leu His Ser Thr Ala Glu Val Val Thr Arg Glu Ser 
305 310 315 ~ 320 

Leu Glu Lys Phe He Leu Glu Phe Ala Ala Gly Arg Val Glu Pro Thr 
325 330 335 

He Lys Ser Leu Pro Val Pro Glu Val Glu Thr Val Asp Gly Lys Thr 
340 345 350 

Thr He Val Ala Lys Thr Met Gin Lys His Leu Thr Ser Gly Lys Asp 
355 360 365 

Met Leu He Leu Phe Phe Ala Pro Trp Cys Gly His Cys Lys Asn Phe 
370 375 380 

Ala Pro Thr Phe Asp Lys He Ala Lys Glu Phe Asp Ala Thr Asp Leu 
385 390 395 4 oo 

He Val Ala Glu Leu Asp Ala Thr Ala Asn Tyr Val Asn Ser Ser Thr 
405 410 415 

Phe Thr Val Thr Ala Phe Pro Thr Val Phe Phe Val Pro Asn Gly Gly 
420 425 430 

Lys Pro val Val Phe Glu Gly Glu Arg Ser Phe Glu Asn Val Tyr Glu 
435 440 445 

Phe Val Arg Lys His Val Thr Thr Phe Lys Val Ser Glu Lys Pro Ala 
450 455 46O 

Asn Val Thr Glu Glu Lys Lys Ser Glu Glu Glu Asn Lys Ser Ser Lys 
465 470 475 480 

Ser Asn Glu Ser Asn Asp Ser Asn Glu Ser Asn Val Asp Lys Gin Asp 
485 490 495 

Leu 



<210> 5 

<211> 502 

<212> PRT 

<213> H. jecorina 

<400> 5 
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Met Gin Gin Lys 
1 

Val Val Ser Ala 
20 

Asn Asp Phe lie 
35 

Pro Trp Cys Gly 
50 

Ala Thr Thr Leu 
65 

Val Glu Glu Ala 



Thr Leu Lys Val 
100 

Pro Arg Lys Ala 
115 

Pro Ala Val Ser 
130 

Ala Asp Lys Val 
145 

Ser Asn Glu Thr 



Leu Phe Gly Gly 
180 

Lys Phe Pro Ser 
195 

Val Phe Ser Glu 
210 

Val Ala Ala Thr 

225 

Gly Tyr Met Ser 



Arg Leu Thr Ala 
5 

Glu Ser Asp Val 



Asn Ser Asn Asp 
40 

His Cys Lys Ala 
55 

Lys Asp Lys Ser 
70 

Asp Leu Cys Lys 
85 

Phe Arg Gly Leu 



Asp Gly lie Thr 
120 

Ala Leu Thr Lys 
135 

Val Leu Val Ala 
150 

Phe Thr Ala Leu 
165 

Val Asn Asp Ala 



lie Val Leu Tyr 
200 

Lys Phe Asp Ala 

215 

Pro Leu Val Gly 
230 

Ala Gly lie Pro 
245 



Ala Leu Val Ala 
10 

Lys Ser Leu Thr 
25 

Leu Val Leu Ala 



Leu Ala Pro Glu 
60 

lie Lys Leu Ala 
75 

Glu His Gly Val 
90 

Asp Lys Val Ala 
105 

Ser Tyr Met Val 



Asp Thr Leu Glu 
140 

Tyr lie Ala Ala 
155 

Ala Asn Glu Leu 
170 

Ala Val Ala Glu 
185 

Lys Ser Phe Asp 



Glu Ala lie Arg 
220 

Glu Val Gly Pro 
235 

Leu Ala Tyr lie 
250 



Ala Leu Ala Ala 
15 

Lys Asp Thr Phe 
30 

Glu Ser Phe Ala 
45 

Tyr Glu Glu Ala 



Lys Val Asp Cys 
80 

Glu Gly Tyr Pro 
95 

Pro Tyr Thr Gly 
110 

Lys Gin Ser Leu 
125 

Asp Phe Lys Thr 



Asp Asp Lys Ala 
160 

Arg Asp Thr Tyr 
175 

Ala Glu Gly Val 
190 

Glu Gly Lys Asn 
205 

Asn Phe Ala Gin 



Glu Thr Tyr Ala 
240 

Phe Ala Glu Thr 
255 
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Ala Glu Glu Arg Glu Asn Leu Ala Lys Thr Leu Lys Pro Val Ala Glu 
260 265 270 

Lys Tyr Lys Gly Lys He Asn Phe Ala Thr He Asp Ala Lys Asn Phe 
275 280 285 

Gly Ser His Ala Gly Asn He Asn Leu Lys Thr Asp Lys Phe Pro Ala 
290 295 300 

Phe Ala He His Asp He Glu Lys Asn Leu Lys Phe Pro Phe Asp Gin 
305 310 315 320 

Ser Lys Glu He Thr Glu Lys Asp He Ala Ala Phe Val Asp Gly Phe 
325 33 0 335 

Ser Ser Gly Lys He Glu Ala Ser He Lys Ser Glu Pro He Pro Glu 
340 345 350 

Thr Gin Glu Gly Pro Val Thr Val Val Val Ala His Ser Tyr Lys Asp 
355 360 3 65 

He Val Leu Asp Asp Lys Lys Asp Val Leu He Glu Phe Tyr Thr Pro 
370 3V5 380 



a 



Trp Cys Gly His Cys Lys Ala Leu Ala Pro Lys Tyr Asp Glu Leu Al 
385 390 395 400 

Ser Leu Tyr Ala Lys Ser Asp Phe Lys Asp Lys Val Val He Ala Lys 

4 °5 •■ 410 . 4i 5 .. 

Val Asp Ala Thr Ala Asn Asp Val Pro Asp Glu He Gin Gly Phe Pro 
420 425 430 

Thr He Lys Leu Tyr Pro Ala Gly Asp Lys Lys Asn Pro Val Thr Tyr 
43 5 440 445 

Ser Gly Ala Arg Thr Val Glu Asp Phe He Glu Phe He Lys Glu Asn 
450 455 460 

Gly Lys Tyr Lys Ala Gly Val Glu He Pro Ala Glu Pro Thr Glu Glu 
465 470 475 480 

Ala Glu Ala Ser Glu Ser Lys Ala Ser Glu Glu Ala Lys Ala Ser Glu 
485 490 495 

Glu Thr His Asp Glu Leu 
500 
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<210> 6 
<211> 488 
<212> PRT 
<213> C. elegans 

<400> 6 

Met lie Trp Val Gin Ala Ala Leu Val Ala Ser Phe Leu Ala Phe Ala 
15 10 15 

Ser Ala Gly Gly Ala Val Leu Glu Tyr Thr Asp Gly Asn Phe Asp Asp 
20 25 30 

Leu He Gin Thr His Asp He Ala Leu Val Lys Phe Tyr Ala Pro Trp 
35 40 45 

Cys Gly His Cys Lys Lys He Ala Pro Glu Tyr Glu Arg Ala Ala Pro 
50 55 60 

Lys Leu Ala Ser Asn Asp Pro Pro Val Ala Leu Val Lys Val Asp Cys 
65 70 75 80 

Thr Thr Glu Lys Thr Val Cys Asp Lys Phe Gly Val Lys Gly Phe Pro 
85 90 95 

Thr Leu Lys He Phe Arg Asn Gly Val Pro Ala Gin Asp Tyr Asp Gly 
100 105 110 

Pro Arg Asp Ala Asp Gly He Val Lys Phe Met Arg Gly Gin Ser Gly 
115 120 125 

Pro Ser Ser Lys Glu Leu Lys Thr Val Ala Glu Phe Glu Lys Phe Thr 
130 135 140 

Gly Gly Asp Glu Asn Val Val He Gly Phe Phe Glu Ser Glu Ser Lys 
145 150 155 160 

Leu Lys Asp Ser Tyr Leu Lys Val Ala Asp Thr Glu Arg Asp Arg Phe 
165 170 175 

Ser Phe Ala His Thr Ser Asn Lys Asp He He Lys Lys Ala Gly Tyr 
180 185 190 

Ser Asp Asp Val Val Val Phe Val Pro Lys Lys Leu His Asn Lys Phe 
195 200 205 

Asp Thr Asn Glu Phe Lys Tyr Asp Gly Asn Tyr Asp Thr Asp Lys He 
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210 215- 



220 



Lys Asn Phe Leu Val His Glu Thr Val Gly Phe Ala Gly He Arg Thr 
225 230 235 " 240 

Gin Gly Asn Leu Phe Gin Phe Glu Gin Lys Pro He Val He Val Tyr 
245 250 255 

Tyr Asn Val Asp Tyr Val Lys Asp Pro Lys Gly Ser Asn Tyr Trp Arg 
260 265 270 

Asn Arg Val Leu Lys Val Ala Gin Asn Tyr Lys Arg Lys Val Gin Phe 
275 280 285 

Ala Val Ser Asn Lys Glu Glu Phe Ser Ser Glu He Glu Thr Asn Gly 
290 295 300 

Leu Gly Glu Arg Lys Asp Ser Asp Lys Pro He Val Ala He Leu Thr 
305 310 315 320 

Asn Glu Gly Lys Tyr Pro Met Asp Gin Glu Phe Ser Val Asp Asn Leu 
325 330 335 

Gin Gin Phe Val Asp Glu Val Leu Ala Gly Asn Ala Glu Pro Tyr Met 
340 345 350 

Lys Ser Glu Pro He Pro Asp Glu Gin Gly Asp Val Lys Val Ala Val 
355 360 365 

Gly Lys Asn Phe Lys Glu Leu He Met Asp Ala Asp Lys Asp Val Leu 
370 375 3 8 o 

He Glu Phe Tyr Ala Pro Trp Cys Gly His Cys Lys Ser Leu Ala Pro 
385 390 395 4 oo 

Lys Tyr Glu Glu Leu Ala Glu Lys Leu Asn Lys Glu Asp Val He He 
405 410 415 

Ala Lys Met Asp Ala Thr Ala Asn Asp Val Pro Pro Met Phe Glu Val 
420 425 430 

Arg Gly Phe Pro Thr Leu Phe Trp Leu Pro Lys Asn Ala Lys Ser Asn 
435 440 445 

Pro He Pro Tyr Asn Gly Gly Arg Glu Val Lys Asp Phe Val Ser Phe 
450 455 460 

He Ser Lys His Ser Thr Asp Gly Leu Lys Gly Phe Ser Arg Asp Gly 
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465 



470 



475 



480 



Lys Lys Lys Lys Lys Thr Glu Leu 
485 



<210> 7 

<211> 532 

<212> PRT 

<213> C. reinhard 

<400> 7 

Net Asn Arg Trp Asn Leu Leu Ala Leu Thr Leu Gly Leu Leu Leu Val 
15 10 15 

Ala Ala Pro Phe Thr Lys His Gin Phe Ala His Ala Ser Asp Glu Tyr 
20 25 30 

Glu Asp Asp Glu Glu Asp Asp Ala Pro Ala Ala Pro Lys Asp Asp Asp 
35 40 45 

Val Asp Val Thr Val Val Thr Val Lys Asn Trp Asp Glu Thr Val Lys 
50 55 60 

Lys Ser Lys Phe Ala Leu Val Glu Phe Tyr Ala Pro Trp Cys Gly His 
65 70 75 80 

Cys Lys Thr Leu Lys Pro Glu Tyr Ala Lys Ala Ala Thr Ala Leu Lys 
85 90 95 

Ala Ala Ala Pro Asp Ala Leu lie Ala Lys Val Asp Ala Thr Gin Glu 
100 105 110 

Glu Ser Leu Ala Gin Lys Phe Gly Val Gin Gly Tyr Pro Thr Leu Lys 
115 120 125 

Trp Phe Val Asp Gly Glu Leu Ala Ser Asp Tyr Asn Gly Pro Arg Asp 
130 135 140 

Ala Asp Gly lie Val Gly Trp Val Lys Lys Lys Thr Gly Pro Pro Ala 
145 150 155 160 

Val Thr Val Glu Asp Ala Asp Lys Leu Lys Ser Leu Glu Ala Asp Ala 
165 170 175 

Glu Val Val Val Val Gly Tyr Phe Lys Ala Leu Glu Gly Glu He Tyr 
180 185 190 
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Asp Thr Phe Lys Ser Tyr Ala Ala Lys Tfar Glu Asp Val Val Phe Val 
155 200 205 

Gin Thr Thr Ser Ala Asp Val Ala Lys Ala Ala Gly Leu Asp Ala Val 
210 215 220 

Asp Thr Val Ser Val Val Lys Asn Phe Ala Gly Glu Asp Arg Ala Thr 
225 230 235 240 

Ala Val Leu Ala Thr Asp He Asp Thr Asp Ser Leu Thr Ala Phe Val 
245 250 255 

Lys Ser Glu Lys Met Pro Pro Thr He Glu Phe Asn Gin Lys Asn Ser 
260 265 270 

Asp Lys He Phe Asn Ser Gly He Asn Lys Gin Leu He Leu Trp Thr 
275 280 285 

Thr Ala Asp Asp Leu Lys Ala Asp Ala Glu He Met Thr Val Phe Arg 
290 295 300 

Glu Ala Ser Lys Lys Phe Lys Gly Gin Leu Val Phe Val Thr Val Asn 
305 310 315 320 

Asn Glu Gly Asp Gly Ala Asp Pro Val Thr Asn Phe Phe Gly Leu Lys 
325 330 335 

Gly Ala Thr Ser Pro Val Leu Leu Gly Phe Phe Met Glu Lys Asn Lys 
340 345 350 

Lys Phe Arg Met Glu Gly Glu Phe Thr Ala Asp Asn Val Ala Lys Phe 
355 360 365 

Ala Glu Ser Val Val Asp Gly Thr Ala Gin Ala Val Leu Lys Ser Glu 
370 375 380 

Ala He Pro Glu Asp Pro Tyr Glu Asp Gly Val Tyr Lys He Val Gly 
385 390 395 400 

Lys Thr Val Glu Ser Val Val Leu Asp Glu Thr Lys Asp Val Leu Leu 
405 410 415 

Glu Val Tyr Ala Pro Trp Cys Gly His Cys Lys Lys Leu Glu Pro He 
420 425 430 

Tyr Lys Lys Leu Ala Lys Arg Phe Lys Lys Val Asp Ser Val He He 
435 440 445 
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Ala Lys Met Asp Gly Thr Glu Asn 
450 455 

Gly Phe Pro Thr lie Leu Phe Tyr 
465 470 

lie Val Phe Glu Gly Gly Asp Arg 
485 

lie Lys Thr Asn Ala Lys lie Pro 
500 

Asp Gly Asp Glu Gly Thr Ser Asp 
515 520 

Lys Asp Glu Leu 
530 



Glu His Pro Glu lie Glu Val Lys 
460 

Pro Ala Gly Ser Asp Arg Thr Pro 
475 480 

Ser Leu Lys Ser Leu Thr Lys Phe 
490 495 

Tyr Glu Leu Pro Lys Lys Gly Ser 
505 510 

Asp Lys Asp Lys Pro Ala Ser Asp 
525 



<210> 8 
<211> 496 
<212> PRT 
<213> D. melano 

<400> 8 

Met Lys Phe Leu 
1 

Ala Ser Ala Glu 
20 

Thr Val Asp Asn 
35 

Val Glu Phe Tyr 
50 

Glu Tyr Ala Lys 

65 

Lys Leu Ala Lys 

Tyr Ala Val Arg 
100 



lie Cys Ala Leu 

5 ■•■ 

Ala Glu Val Lys 



Phe Lys Gin Leu 
40 

Ala Pro Trp Cys 
55 

Ala Ala Gin Gin 
70 

Val Asp Ala Thr 
85 

Gly Tyr Pro Thr 



Phe Leu Ala Ala 
10 

Val Glu Glu Gly 
25 

lie Ala Asp Asn 



Gly His Cys Lys 
60 

Leu Ala Glu Lys 

75 

Val Glu Gly Glu 
90 

Leu Lys Phe Phe 
105 



Ser Tyr Val Ala 
15 

Val Leu Val Ala 
30 

Glu Phe Val Leu 
45 

Ala Leu Ala Pro 



Glu Ser Pro He 
80 

Leu Ala Glu Gin 
95 

Arg Ser Gly Ser 
110 
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Pro val Glu Tyr Ser Gly Gly Arg Gin Ala Ala Asp lie He Ala Trp 
H5 120 125 

Val Thr Lys Lys Thr Gly Pro Pro Ala Lys Asp Leu Thr Ser Val Ala 
130 135 i 4 o 

Asp Ala Glu Gin Phe Leu Lys Asp Asn Glu He Ala He He Gly Phe 
145 ISO 155 i 6 o 

Phe Lys Asp Leu Glu Ser Glu Glu Ala Lys Thr Phe Thr Lys Val Ala 
165 170 175 

Asn Ala Leu Asp Ser Phe Val Phe Gly Val Ser Ser Asn Ala Asp Val 
180 185 190 

He Ala Lys Tyr Glu Ala Lys Asp Asn Gly Val Val Leu Phe Lys Pro 
195 200 205 

Phe Asp Asp Lys Lys Ser Val Phe Glu Gly Glu Leu Asn Glu Glu Asn 
210 215 220 

Leu Lys Lys Phe Ala Gin Val Gin Ser Leu Pro Leu He Val Asp Phe 
225 230 235 240 

Asn His Glu Ser Ala Ser Lys He Phe Gly Gly Ser He Lys Ser His 
245 250 255 

Leu Leu Phe Phe Val Ser Arg Glu Gly Gly His He Glu Lys Tyr Val 
260 2 65 27Q 

Asp Pro Leu Lys Glu He Ala Lys Lys Tyr Arg Asp Asp He Leu Phe 
275 280 285 

Val Thr He Ser Ser Asp Glu Glu Asp His Thr Arg He Phe Glu Phe 
290 295 300 

Phe Gly Met Asn Lys Glu Glu Val Pro Thr He Arg Leu He Lys Leu 

305 310 tic 

• 3 - LU 315 320 

Glu Glu Asp Met Ala Lys Tyr Lys Pro Glu Ser Asp Asp Leu Ser Ala 
325 330 335 

Glu Thr He Glu Ala Phe Leu Lys Lys Phe Leu Asp Gly Lys Leu Lys 
340 345 350 

Gin His Leu Leu Ser Gin Glu Leu Pro Glu Asp Trp Asp Lys Asn Pro 
355 360 365 
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Val Lys Val Leu 
370 

Ser Lys Ser Val 
385 

Lys Gin Leu Ala 



Asn Glu Asp lie 
420 

Glu Ser He Lys 
435 

Glu Asp Asn Lys 
450 

Phe Val Lys Phe 
465 

Val Glu Glu Thr 



Val Ser Ser Asn 
375 

Leu Val Glu Phe 
390 

Pro He Tyr Asp 
405 

Val He Ala Lys 



He Ser Ser Phe 
440 

Val He Asp Phe 
455 

Leu Asp Ala Asn 
470 

Glu Glu Glu Glu 
485 



Phe Glu Ser Val 
380 

Tyr Ala Pro Trp 
395 

Gin Leu Ala Glu 
410 

Met Asp Ser Thr 
425 

Pro Thr He Lys 



Asn Leu Asp Arg 
460 

Gly Glu Val Ala 
475 

Glu Ala Pro Lys 
490 



Ala Leu Asp Lys 



Cys Gly His Cys 
400 

Lys Tyr Lys Asp 
415 

Ala Asn Glu Leu 
430 

Tyr Phe Arg Lys 
445 

Thr Leu Asp Asp 

Asp Ser Glu Pro 
480 

Lys Asp Glu Leu 
495 



<210> 9 

<211> 481 

<212> PRT 

<213> C. parvum 

<400> 9 

Met He Gly He Arg Ser Leu Val Ser Ala Ala Phe Leu Gly Phe Ser 
15 10 15 

Cys Leu Ser Lys Val Val Leu Gly Gly Asp Glu Ala His Phe He Ser 
20 25 30 

Glu His He Thr Ser Leu Thr Ser Ser Asn Phe Glu Asp Phe He Lys 
35 40 45 

Ser Lys Glu His Val lie Val Thr Phe Phe Ala Pro Trp Cys Gly His 
50 55 60 

Cys Thr Ala Leu Glu Pro Glu Phe Lys Ala Thr Cys Ala Glu He Ser 



19 



1 er dep6t 



65 70 



75 80 



Lys Leu Ser Pro Pro Val His Cys Gly Ser Val Asp Ala Thr Glu Asn 
85 go 95 

Met Glu Leu Ala Gin Gin Tyr Gly Val Ser Gly Tyr Pro Thr He Lys 
100 105 no 

Phe Phe Ser " Gly He Asp Ser Val Gin Asn Tyr Ser Gly Ala Arg Ser 
115 120 125 

Lys Asp Ala Phe He Lys Tyr He Lys Lys Leu Thr Gly Pro Ala Val 
I 30 135 140 

Gin Val Ala Glu Ser Glu Glu Ala He Lys Thr He Phe Ala Ser Ser 
145 I 50 155 160 

Ser Ser Ala Phe Val Gly Arg Phe Thr Ser Lys Asp Ser Ala Glu Tyr 
165 170 175 

Ala Val Phe Glu Lys Val Ala Ser Gly His Arg Glu His Asn Tyr Ala 
180 i 8 5 19Q 

Phe He Ala Phe Phe Gin Glu Gly Glu Gin Lys Leu Glu Val Leu His 
195 200 205 

Lys Asp Glu Glu Pro Val Ser Leu Pro Met Pro Lys Thr Val Glu Glu 
210 215 220 



e 



Leu Glu Ala Lys He Ser He Met Asn Val Pro Leu Phe Ser Ala II 
225 230 235 240 

Ser Ala Glu Asn Tyr Ser Leu Tyr Met Ser Arg Glu Gly Tyr Thr Pro 
245 250 255 

Gly Ser Val Val Leu Thr Arg Thr Ser Pro Ser Met Leu Gin Thr Leu 
260 265 270 

Glu Arg Leu Gin Leu He Thr Glu Lys Ser Met Pro Leu Phe Ser Leu 
275 280 285 

Asp Thr Glu Gin Phe Gly Ser His Ala Thr Gin His Leu Leu He Glu 
290 295 300 

Lys Phe Pro Gly Leu Val He Gin Ser Val Asn Val Pro Ser He Arg 
305 31° 315 320 

Tyr Met Tyr Gly Pro Ala Lys Phe Asp Ser Val Glu Pro Leu Lys Glu 
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Phe Met Lys Gin 
340 

Glu Pro lie Pro 
355 

Lys Thr Phe Glu 
370 

Glu lie Tyr Ala 
385 

Tyr Asn Gin Leu 

Ala Lys lie Asn 
420 

Pro Arg Ala Phe 
435 

Pro lie Pro Tyr 
450 

lie Ser Glu His 
465 

Leu 



325 

Val Ser Glu Gly 

Ala Glu Gin Ser 
360 

Glu lie Val Phe 
375 

Gin Trp Cys Gly 
390 

Gly Glu Glu Tyr 
405 

Gly Pro Gin Asn 



Pro Thr lie Leu 
440 

Asp Gly Lys Arg 
455 

Ser Ser Phe Pro 
470 



330 

Lys His Glu Leu 
345 

Gly Pro Val Thr 



Arg Ser Asp Lys 
380 

His Cys Lys Asn 
395 

Lys Asp Asn Asp 
410 

Asp lie Pro Tyr 
425 

Phe Val Lys Ala 



Thr Val Glu Ala 
460 

Gin Glu Lys Glu 
475 



335 

Ser lie Lys Ser 
350 

Val Val Val Gly 
365 

Asp Val Leu Leu 

Leu Glu Pro He 
400 

Lys Val Val lie 
415 

Glu Gly Phe Ser 
430 

Gly Thr Arg Thr 
445 

Phe Lys Glu Phe 



Ser Arg Asp Glu 
480 



<210> 10 

<211> 508 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<400> 10 

Met Leu Arg Arg Ala Leu Leu Cys Leu Ala Val Ala Ala Leu Val Arg 
1 5 10 15 

Ala Asp Ala Pro Glu Glu Glu Asp His Val Leu Val Leu Arg Lys Ser 
20 25 30 

Asn Phe Ala Glu Ala Leu Ala Ala His Lys Tyr Leu Leu Val Glu Phe 
35 40 45 
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1er depot 



Tyr Ala Pro Trp Cys Gly His Cys Lys Ala Leu Ala Pro Glu Tyr Ala 
50 55 60 

Lys Ala Ala Gly Lys Leu Lys Ala Glu Gly Ser Glu lie Arg Leu Ala 
65 70 75 80 

Lys Val Asp Ala Thr Glu Glu Ser Asp Leu Ala Gin Gin Tyr Gly Val 
85 90 95 

Arg Gly Tyr Pro Thr He Lys Phe Phe Arg Asn Gly Asp Thr Ala Ser 
1°° 105 no 

Pro Lys Glu Tyr Thr Ala Gly Arg Glu Ala Asp Asp He Val Asn Trp 
115 120 125 

Leu Lys Lys Arg Thr Gly Pro Ala Ala Thr Thr Leu Pro Asp Gly Ala 
130 135 140 

Ala Ala Glu Ser Leu Val Glu Ser Ser Glu Val Ala Val He Gly Phe 
145 150 155 160 

Phe Lys Asp Val Glu Ser Asp Ser Ala Lys Gin Phe Leu Gin Ala Ala 
165 170 175 

Glu Ala He Asp Asp He Pro Phe Gly He Thr Ser Asn Ser Asp Val 
180 185 190 

Phe Ser Lys Tyr Gin Leu Asp Lys Asp Gly Val Val Leu Phe Lys Lys 
1^5 200 205 

Phe Asp Glu Gly Arg Asn Asn Phe Glu Gly Glu Val Thr Lys Glu Asn 
210 215 220 

Leu Leu Asp Phe He Lys His Asn Gin Leu Pro Leu Val He Glu Phe 
225 230 235 240 

Thr Glu Gin Thr Ala Pro Lys He Phe Gly Gly Glu He Lys Thr His 
245 250 255 

He Leu Leu Phe Leu Pro Lys Ser Val Ser Asp Tyr Asp Gly Lys Leu 
260 265 270 

Ser Asn Phe Lys Thr Ala Ala Glu Ser Phe Lys Gly Lys He Leu Phe 
275 280 285 

He Phe He Asp Ser Asp His Thr Asp Asn Gin Arg He Leu Glu Phe 
290 295 300 
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1er depot 



Phe Gly Leu Lys Lys Glu Glu Cys Pro Ala Val Arg Leu lie Thr Leu 
305 310 315 320 

Glu Glu Glu Met Thr Lys Tyr Lys Pro Glu Ser Glu Glu Leu Thr Ala 
325 330 335 

Glu Arg lie Thr Glu Phe Cys His Arg Phe Leu Glu Gly Lys lie Lys 
340 345 350 

Pro His Leu Met Ser Gin Glu Leu Pro Glu Asp Trp Asp Lys Gin Pro 
355 360 365 

Val Lys Val Leu Val Gly Lys Asn Phe Glu Asp Val Ala Phe Asp Glu 
370 375 380 

Lys Lys Asn Val Phe Val Glu Phe Tyr Ala Pro Trp Cys Gly His Cys 
385 390 395 400 

Lys Gin Leu Ala Pro lie Trp Asp Lys Leu Gly Glu Thr Tyr Lys Asp 
405 410 415 

His Glu Asn lie Val lie Ala Lys Met Asp Ser Thr Ala Asn Glu Val 
420 425 430 

Glu Ala Val Lys Val His Ser Phe Pro Thr Leu Lys Phe Phe Pro Ala 
435 440 445 

Ser Ala Asp Arg Thr Val lie Asp Tyr Asn Gly Glu Arg Thr Leu Asp 
450 455 460 

Gly Phe Lys Lys Phe Leu Glu Ser Gly Gly Gin Asp Gly Ala Gly Asp 
465 470 475 480 

Asp Asp Asp Leu Glu Asp Leu Glu Glu Ala Glu Glu Pro Asp Met Glu 
485 490. 495 

Glu Asp Asp Asp Gin Lys Ala Val Lys Asp Glu Leu 
500 505 
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